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Abréviations 
 
Ac : Anticorps 

Ac anti-IL-6mR : Anticorps anti-récepteur murin à l’IL6 

AcM : Anticorps monoclonal 

ADCC : cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 

Ag : Antigène 

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 

BPF : Bonne pratique de fabrication 

C : Constant 

CCM : Chromatographie sur Couche Mince 

CCO : Cytochrome oxydase 

CDC : cytotoxicité dépendante du complément  

CDR : Complementary Determining Region 

Ctr1: High affinity copper uptake protein 1 

Cu : Cuivre 
64Cu : Cuivre 64 

C1q : Complexe C1 

CIA : Collagen Induced Arthritis 

CPA : Cellule présentatrice d’antigène 

CPNPC : Cancer du poumon non à petites cellules	

CSTN : Cancer du sein triple négatif	

CRS : Syndrome de relargage cytokinique  

CTLA-4 : antigène 4 du lymphocyte T cytotoxique 

CXCR4: C-X-C chemokine receptor 4 
11C : Carbone 11 

DFO : Desferrioxamine B 

DFO : Diméthylformamide 

DMLA : Dégénérescence maculaire liée à l’âge 

DOTA : acide 2,2',2'',2'''-(1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10 tétrayl) 

tétraacétique 

DTPA : acide diéthylènetriaminepentaacétique 

EDTA : acide éthylènediaminetétraacétique 

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 
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Fab: Fragment « antigen binding »  

Fc : Fragment cristallisable  

FDG : Fluorodésoxyglucose 

FR : Framework région 
18F: Fluor 18 

H: Heavy (chaine lourde)  

HAHA: Human anti-human antibody 

HAMA: Human anti-mouse antibody 

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 

HPLC: High Performance Liquid Chromatography 

IEDDA: cycloaddition Diels-Alder  

Ig : Immunoglobuline 

IL : Interleukine 

IRF : Fraction immunoréactive 

ITLC-SG: Instant Thin Layer Chromatography Silica Gel 

IV : Intraveineux 
123I : Iode 123 

kD : Constante de dissociation 

L : Light (chaîne légère) 

LT/LS/LNS : Liaison Totale/Liaison Spécifique/Liaison Non Spécifique 

MET: Methionine 

Mf: Metal-free 

MRP : Médicament radiopharmaceutique 

NCS : Isothiocyanate 

NHS: N-hydroxysuccinimide 

NOTA: 1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid 

ON RT: Overnight Room Temperature  

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PDX: Patient derived xenograft 

PEG: polyethylene glycol 

PET-CT: Positron Emission Tomography-Computed Tomography 

PD-1/PDL1: Programmed cell Death protein 1/ Programmed cell Death protein 1 

Ligand 

PR : Polyarthrite Rhumatoïde 
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PRC : Pureté Radiochimique 

R : Récepteur 

RIA : RadioImmunoAssay 

RIT : Radioimmunothérapie 

RIV : Radiothérapie Interne Vectorisée 

SOD : Superoxyde dismutase 

SPAAC: Strain-promoted azide-alkine cycloaddition 

ScFv : single-chain-Fragment-variable 

TDM : Tomodensitométrie 

TEMP : Tomographie par Émission MonoPhotonique 

TEP : Tomographie par Émission de Positons 

Théranostique : Contraction de thérapie et diagnostique 

TNF : Facteur de nécrose tumorale 

Tr/min : Tour par minute 

Tr : Temps de rétention 
99mTc : Technétium 99 métastable 

UMR : Unité Mixte de Recherche 

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography 

UV: Ultraviolet 

V: Variable 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

VOI: Volume of Interest 

Zr : Zirconium 
89Zr : Zirconium-89 
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Introduction générale 
 
Au cours des 30 dernières années, des avancées majeures ont été réalisées dans la 

prise en charge des cancers et des pathologies auto-immunes. Ces améliorations ont 

été possibles en particulier grâce à la progression de la compréhension des 

mécanismes immunitaires et au développement de stratégies thérapeutiques basées 

sur les anticorps monoclonaux. Face à des réponses cliniques hétérogènes et aux 

multiples options thérapeutiques disponibles, un enjeu majeur est apparu : 

personnaliser la prise en charge des patients. Les approches immunologiques 

représentent une solution attractive pour répondre à cette problématique. En effet, la 

combinaison de la tomographie par émission de positons (TEP) avec des anticorps 

monoclonaux permet la réalisation d'une imagerie spécifique appelée immunoTEP.  

Afin de développer des radiotraceurs pour l’immunoTEP, le choix des radionucléides 

est une question essentielle. Combinant des périodes appropriées pour la 

biodistribution des anticorps et des propriétés d'émission favorables pour l'imagerie, le 

cuivre-64 (64Cu) et le zirconium-89 (89Zr) deviennent peu à peu le gold standard de 

l’immunoTEP avec un avantage pour le premier en termes de dosimétrie. 

Dans cette thèse, nous exposerons une revue de la littérature en commençant par les 

immunoglobulines et des anticorps monoclonaux, puis nous aborderons l’immunoTEP 

et les techniques de radiochimie du 89Zr et du 64Cu que nécessite le développement 

de radiotraceur pour l’immunoTEP.  

Dans un second temps, nous présenterons une partie expérimentale, correspondant 

à la mise au point du radiomarquage d’anticorps monoclonaux, le tocilizumab et 

l’atézolizumab, au 89Zr et au 64Cu, ainsi que l’étude in vitro de stabilité et d’affinité de 

ces anticorps radiomarqués. Pour finir, nous aborderons les premiers résultats de 

l’étude de l’intérêt du tocilizumab radiomarqué au 89Zr dans un modèle murin de 

polyarthrite rhumatoïde.  
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Chapitre 1 : Immunoglobulines & anticorps monoclonaux  
 

I. Caractéristiques des immunoglobulines  
 

1. Structure des immunoglobulines 

 

Les premières références aux immunoglobulines (Ig) datent de 1890, lorsque Emil 

Von Behring et Shibasaburo Kitasato ont découvert la présence dans le sang d'une 

substance capable de neutraliser la toxine diphtérique. En 1940, le premier modèle 

de structure d’une Ig a été mis en évidence par Pauling, il est alors composé de deux 

sites de reconnaissance antigénique reliés par un pont. Vingt ans plus tard, Nisonoff 

et Porter ont réussi à diviser une Ig en fragments bien distincts, les fragments Fab et 

Fc, que nous développerons par la suite.  En 1964, le modèle d’une Ig se complexifia 

grâce à Fleischman, une Ig est alors composée de deux chaînes lourdes identiques, 

chacune complétée par deux chaines légères identiques (Figure 1).  

 

 
 

Figure 1: Structure en 3 dimensions d’une Ig1 

Fab : Fragment « antigen binding » ; Fc : Fragment cristallisable ; L / H : Light (chaîne légère) /Heavy (chaîne 
lourde) ; C / V : Constante / Variable ; Antigen binding site : Site liaison antigénique 

 
 
 

En 1972, Gerald Edelman et Rodney Porter ont obtenu un Prix Nobel pour leurs 

travaux sur la structure chimique des anticorps : ils sont alors composés de deux 
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chaînes lourdes identiques (H pour heavy) et deux chaînes légères identiques (L, 

light), kappa ou lambda, de 50 et 25 kDa. 

Des ponts disulfures inter-chaînes apparient les chaines légères aux chaines lourdes, 

formant ainsi un complexe dimérique, et permettent d’assurer une flexibilité́ à la 

molécule (Figure 2). A noter, que le nombre de ponts disulfures inter-chaînes varie en 

fonction des molécules d’Ig.  

Pour finir, il existe également des ponts disulfures intra-chaîne au sein de chaque 

chaîne polypeptidique.  

 

 

 

 
 

Figure 2 : Structure « éclatée » d’un anticorps* 1 

Fab : Fragment « antigen binding » ; Fc : Fragment cristallisable ; L / H : Light (chaine légère) /Heavy (chaine 
lourde) ; C / V : Constante / Variable ; s-s : pont disulfure ; A : Complexe dimérique chaine légère-chaine lourde ; 
B : Immunoglobuline complète / Association de deux dimères 
* : figure originale modifiée 
 

Les quatre chaînes polypeptidiques sont formées d’une succession de domaines, 

d’environ 110 acides aminés, qui forment au niveau tridimensionnel des feuillets β 

(Figure 1). Ces régions globulaires sont reparties de la façon suivante :  

- au niveau des chaînes légères : deux domaines, un variable (VL) et un constant (CL). 

- au niveau des chaînes lourdes : quatre domaines, un variable (VH), et trois constants 

(CH1 à CH3, et éventuellement CH4).  

A  

B 
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Les domaines variables de la chaîne libre et de la chaîne lourde, qui se trouvent à 

leurs extrémités N-terminales, forment la région variable de l’Ig et permettent la liaison 

à l’antigène (Ag). Les domaines constants des chaînes lourdes et légères forment la 

région constante de l’Ig.1 

 
2. Relation structure/fonction des immunoglobulines 
 

En 1958, Porter et Edelman, grâce à la protéolyse enzymatique par la papaïne, ont 

séparé l’Ig en deux parties fonctionnelles : le fragment Fab (pour fragment antigen 

binding) et le fragment constant Fc (fragment cristallisable). De plus, la protéolyse par 

la pepsine a permis de diviser l’Ig différemment : une partie F(ab’) et une partie Fc, le 

fragment F(ab’)2 étant un fragment dimérique. (Figure 3) 

 

 
Figure 3 : Protéolyse enzymatique des immunoglobulines 2 

 

a. La région Fab et la liaison de l’anticorps à l’antigène 

 

La partie N-terminale des bras Fab contient les séquences variables, qui diffèrent entre 

les Ig pour leur conférer des spécificités distinctes. Ces parties variables (Fv) sont 

composées d’une paire de domaines variables (VH et VL) liée aux chaînes lourdes et 

légères de l’Ig. 

Néanmoins, cette diversité n’est pas homogène tout au long de la séquence protéique 

sur une même Ig. En effet, chaque domaine variable possède trois régions 

hypervariables : HV1, HV2 et HV3. Ces dernières sont encadrées dans des 

Framework région, FR1, FR2, FR3 et FR4, qui sont définies par une variabilité moindre 

et qui permettent d’assurer la structure du domaine variable (Figure 2).  



 23 

Comme leur nom l’indique, les régions hypervariables sont très peu conservées entre 

les Ig. Elles sont propres à chaque Ig ainsi, leurs séquences et leurs organisations 

dimensionnelles forment le paratope qui est responsable de la spécificité et de la 

complémentarité d’une Ig pour un épitope d’un Ag, elles sont alors appelées CDR 

(régions déterminantes de complémentarités ou complementary determining region en 

anglais) : CDR-L1, CDR-L2, et CDR-L3 pour VL et CDR-H1, CDR-H2, et CDR-H3 pour 

VH.3 (Figure 4) 

 

 
Figure 4 : Structure tridimensionnelle de la région Fab d’une immunoglobuline 3 

 

Néanmoins, des études montrent que la spécificité de la liaison à l’Ag ne se limite pas 

aux régions HV mais impliquerait également les domaines CH. 4 La liaison Ig-Ag est 

une liaison non covalente, faisant intervenir des interactions électrostatiques, des 

liaisons hydrogènes,  des forces de Van der Walls et des forces hydrophobes, elle est 

donc réversible.  

 

b. La région Fc et ses fonctions 3 

Les caractéristiques structurelles de la région Fc de l’Ig ont été définies lors de la 

détermination de la structure initiale de l’Ig G1 humaine 5.  

Elle correspond aux fragments CH2 et CH3 des deux chaînes lourdes (Figure 5) et  

est responsable des fonctions effectrices de l'Ig par interaction avec le  complexe C1 

(C1q) pour médier la cytotoxicité cellulaire dépendante des Ig (ADCC), la cytotoxicité 

dépendante du complément (CDC) ou la phagocytose cellulaire dépendante6.  
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Figure 5 : Structure tridimensionnelle de la région Fc d’une immunoglobuline IgG13 

Chaines bleues et turquoises : chaines lourdes CH2 et CH3 ; Orange : Carbohydrate 
 

L'interface CH2 CH3 est dominée par des interactions non covalentes entre les deux 

domaines, complétées par la présence de molécules d'eau ordonnées. Elle offre un 

site de liaison pour le FcRn, la protéine A, la protéine G ainsi que le facteur rhumatoïde. 

L’espace entre les CH2 est rempli en partie par des glucides attachés à Asn297 sur 

lequel viennent se greffer d'autres résidus. Ce profil est primordial pour lier le C1q et 

les récepteurs Fc. Des expériences ont montré que des modifications sur ces sucres 

influençaient les fonctions effectrices de l’IgG (effet anti-inflammatoire, fonction 

effectrice…). 7 

 

3. Classification et fonctions des immunoglobulines humaines8  

 
En 1939, Tiselius et Kabat ont réussi à séparer, par électrophorèse, l’albumine et des 

différentes fractions de globulines : alpha globuline, bêta globuline, et 

gammaglobuline. Les Ig font partie de la fraction gamma des protéines sériques. 

Les différentes Ig sont produites par les plasmocytes (cellules provenant de la 

différenciation des lymphocytes B) lors de la réponse adaptative humorale en réponse 

à un Ag. Elles sont alors appelées anticorps (Ac).  

Lorsqu’elles sont liées aux lymphocytes B, elles jouent alors le rôle de structure de 

reconnaissance du lymphocyte B ou BCR, c’est-à-dire qu’elles constituent des Ig de 

surface spécifique d’un Ag. 
Nous nous concentrerons ici, sur les Ig circulantes, dites solubles, ou Ac.  
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Au sein des Ig humaines, il existe 5 isotypes déterminés par la séquence d'acides 

aminés de la région constante de leurs chaînes lourdes : IgA, IgD, IgE, IgG et IgM, 

possédant respectivement les chaînes lourdes « Alpha », « Delta », « Epsilon », « 

Gamma », « Mu ». 

Il existe respectivement 2 et 4 sous-classes d’IgA et IgG. 9 

Les IgA, IgD et IgG possèdent trois domaines constants et un domaine variable.  

Les IgE et les IgM ont un domaine variable et quatre domaines constants.  

Les isotopes IgA et IgM possèdent une chaîne J supplémentaire, qui permet la 

formation de dimères et de pentamères, respectivement. Les autres isotypes sont des 

monomères (un monomère étant défini ici comme une paire de chaînes lourdes et 

légères)3. (Figure 6) 

Chaque classe d'Ac est caractérisée par une chaîne lourde, mais ils partagent une 

chaîne légère commune qui peut appartenir à la classe kappa ou lambda. Environ 

deux tiers des Ac endogènes contiennent des chaînes légères kappa. 

 
Figure 6 : Structure des différentes Ig humaines 9 

 

a. Les IgG :  

Les IgG sont les Ig majoritaires dans le sang (75% des Ig). La région Fc d'une IgG 

peut s'engager avec les récepteurs Fc gamma (FcγR) et le premier sous-composant 

du complexe C1 (C1q) pour assurer de multiples mécanismes tels que la médiation de 
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la cytotoxicité cellulaire dépendante des Ac (ADCC), de la cytotoxicité dépendante du 

complément (CDC), de la phagocytose cellulaire dépendante des Ac (ADCP), de la 

trogocytose cellulaire dépendante des Ac, la phagocytose cellulaire dépendante des 

Ac (ADCP). 

 

b. Les IgM :  

Les IgM existent normalement sous la forme de pentamères (Ig19S) mais peuvent 

aussi exister sous la forme de monomères. Dans leur forme pentamérique, toutes les 

chaînes lourdes et chaînes légères sont identiques. Les IgM ont un domaine 

surnuméraire sur la chaîne mu (nommé CH4), et sont associées de façon covalente, 

par un pont disulfure, à une autre protéine appelée chaîne J. La fonction principale de 

l’IgM est la fixation du complément mais il est également un très bon Ac agglutinant. 

Ainsi les IgM sont particulièrement efficaces pour lyser les micro-organismes. De plus, 

cette Ig, sous forme monomère, est capable de s’ancrer à la surface des lymphocytes 

B. Par le biais de deux protéines, Ig-α et Ig-β (B cell Antigen Receptor BcR), une 

transduction du signal est possible. 

 

c. Les IgA : 

Les IgA sont retrouvées sous formes monomériques dans le sérum mais sous forme 

dimérique dans les sécrétions (larmes, salive, colostrum, mucus…). Leur forme 

dimérique comporte une pièce ou composante sécrétoire qui les protège de l’action 

protéolytique des enzymes et leur permet de former un film empêchant l’adhésion 

bactérienne. (Figure 6) Les IgA sont également impliquées dans les mécanismes de 

cytotoxicité.  

 

d. Les IgE :  

Du fait de la forte capacité des IgE à se fixer aux récepteurs Fc des basophiles et des 

mastocytes, la forme libre des IgE est plus rarement retrouvée dans le sérum. Les IgE 

jouent un rôle prédominant dans les réactions allergiques, en permettant la 

dégranulation des basophiles entre autres, et dans les maladies parasitaires. 

 

e. Les IgD :  

Les IgD sont essentiellement retrouvées à la surface des cellules B, agissant ainsi 

comme un récepteur de l’Ag.  
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Le tableau 1 récapitule les fonctions effectrices des différentes classes d’Ig. 

 

 

Tableau 1 : Les différentes fonctions effectrices en fonction des classes et sous-classes d’Ig 

 
II. Production des anticorps monoclonaux 

 
1. Historique et techniques 

 
Une avancée majeure a eu lieu en 1975 lorsque César Milstein et Georges Köhler ont 

décrit une méthode permettant de générer de grandes quantités d'Ac monoclonaux 

(AcM) d'une seule spécificité prédéfinie. Leur méthode consistait à générer un 

hybridome à partir de la fusion de lignées cellulaires de myélome de souris avec des 

lymphocytes B provenant de la rate de souris.10 C’est ainsi que les AcM  de premières 

générations sont nés, avec l’arrivée du premier Ac monoclonal thérapeutique 

entièrement murin en 1984, le muromonab (Figure 7A). 

 

 
Figure 7 : Structure des Ac en fonction de leur caractéristiques murines et humaines 11 
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Néanmoins, l’utilisation thérapeutique de ces Ac s’est avérée décevante en raison 

d’une immunogénicité trop importante avec la production d’HAMA (Human anti-mouse 

antibody). Pour contrecarrer ce problème, est née l’idée de créer des Ac chimériques 

humains, dans lesquels les parties constantes des chaînes lourdes et légères des Ig 

d’origine murine ont été remplacées par des régions constantes d’origine humaine 

(Figure 7B). 

En utilisant la méthodologie de l'ADN recombinant, il a été associé des gènes codants 

pour la région variable murine d’une lignée cellulaire de myélome à un gène codant 

pour la partie constante d’une immunoglobuline humaine.12 Ainsi cette technique 

permet de produire des Ac hybrides, ou chimériques, constitués à 75% de séquences 

humaines de l’immunoglobuline13. Ces techniques mises au point dans les années 80, 

ont permis de produire des Ac chimériques notoires, tels que le rituximab et 

l’infliximab.10 

 

Le troisième chapitre dans l’histoire du développement des Ac a été la production d’Ac 

dits humanisés (Figure 7C). Ces Ac sont composés à 90% de séquences humaines 

avec les régions hypervariables (CDR) d’origine murine. Ils sont obtenus par greffage 

de ces CDR murins sur les régions Framework des VH et VL humaines.14 (Figure 8) 

 

 
Figure 8 : Différents modes de production des Ac en fonction de leur degré d’humanisation 11 
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Une autre technique d’humanisation, nommée « resurfacting », se base sur la 

modification des acides aminés du domaine variable murin afin de lui conférer un 

caractère plus « humain » 15. Le premier Ac humanisé qui a vu le jour grâce à cette 

technique en 1997 fut le daclizumab, qui cible le récepteur de l’IL-2. 

 

Ensuite, le challenge a été de produire des Ac totalement humains (Figure 7D). Pour 

ce faire, il existe trois techniques principales (Figure 8) : la technique du page display, 

la technique des souris transgéniques et la technique utilisant des lymphocytes B.  

 

La technologie de phage display, développée par Sir G. P. Winter et G P. Smith dans 

les années 1990, est une technique in vitro qui se base sur l’utilisation de banque de 

gènes humains pouvant être intégré à un phage qui sera par la suite lui-même intégré 

dans la bactérie E. coli. C’est-à-dire que la bactérie est infectée par le phage 

filamenteux ce qui permet, suite à l’incorporation de l’ADN au sein du matériel 

génétique de la bactérie, l’expression de la protéine qui se trouve être, dans ce cas, 

un Ac humain. Cette technologie est à l’origine de la production de l’adalimumab. 

 

La seconde technique, datant de 1994, se basant sur l’utilisation de souris 

« humanisées » transgéniques,  a permis de créer par génie génétique des souris pour 

qu’elles produisent des Ac humains à la place de leurs Ac murins naturels grâce à 

l’introduction de gènes humains.16 A la suite d’une immunisation par un Ag donné, des 

Ac humains spécifiques pourront donc être obtenus . Le panitumumab, ciblant l’EGFR 

a été mis sur le marché dans les années 2000 grâce à cette technique.  

 

Pour finir, la génération d'Ac humains neutralisants à partir de cellules B humaines17 a 

également donné des résultats prometteurs pour la thérapie des maladies 

infectieuses. À partir de donneurs infectés ou vaccinés, les lymphocytes B sont isolés 

et sélectionnés par cytométrie en flux afin de les fusionner avec des cellules de type 

myélome, ou un partenaire viral pour produire les Ig souhaitées. 
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2. Les variants des anticorps monoclonaux 

 

Lors du développement de médicaments impliquant un Ac, de nombreux facteurs 

ayant un impact sur les fonctions biologiques et thérapeutiques recherchées de l’Ac 

sont à prendre en compte. La structure primaire et tertiaire des régions variables d'Ac 

a un impact sur la nature de l'interaction Ag-Ac, y compris la spécificité, l'affinité et 

l’immunogénicité. Des facteurs tels que la sous-classe d'Ac et l'allotype affectent la 

structure des régions constantes, ce qui influence la liaison aux récepteurs Fc 

impliqués dans la fonction effectrice et la demi-vie sérique. (Figure 9) 

 

Figure 9 : Relation structure fonction d’un Ac* 8 

* figure modifiée 
 
Actuellement, environ 1200 Ac sont en cours d'études cliniques et approximativement 

200 sont en cours d'examen réglementaire ou approuvés. 18  Parmi ces nouveaux Ac, 

à côté des AcM classiques, de nombreux dérivés des Ac ont été développés afin 

d’optimiser leurs propriétés. Ces modifications ont pour objectif de moduler leur 

immunogénicité, leur pharmacocinétique ou leur mode d’action. 

 

a. Ingénierie de la partie Fc de l’anticorps 

 

Afin d’améliorer l’efficacité des anticorps, des études ont eu comme objectif de moduler 

la capacité des Ac à interagir avec les composants humoraux et cellulaires du système 

immunitaire par le biais de l’ingénierie Fc.19 Une des voies est l’amélioration de 

l’interaction avec le récepteur activateur FcγRIIIa. Une étude a démontré qu’il était 
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possible d’optimiser la liaison du trastuzumab avec le récepteur activateur FcγRIIIa en 

réalisant des mutations au niveau des acides aminés 230-240 de la partie carboxy-

terminale de la région charnière. Il est intéressant de noter que ces mutations 

n’entrainent pas d’augmentation de fixation sur le récepteur inhibiteur FcγRIIb.20 Ces 

mutations ont permis d’améliorer l’ADCC, l’affinité pour les récepteurs FcγR et ainsi 

d’améliorer les fonctions effectrices de l’anticorps.  

Le FcγRIIa est généralement retrouvé au niveau des polynucléaires neutrophiles, des 

monocytes, des macrophages et des cellules dendritiques. Son optimisation a été 

étudiée et il a été montré qu’une mutation Gly236Ala permet d’améliorer l’affinité de 

l’IgG1 pour le FcγRIIa, sans augmenter celle du FcγRIIb.21 Ainsi, l’ADCP peut être 

potentialisée in vitro et se cumuler avec d’autres mutations qui favorisent l’ADCC.  

 

D’autres stratégies ont été développées avec la glyco-ingéniérie.19 Par exemple, les 

interactions des Ig avec les FcγRs et C1q dépendent de la charnière, de la séquence 

d'acides aminés CH2 proximale, ainsi que de la glycosylation de l'acide aminé N297 

présent dans cette région. Ainsi, des modifications au niveau de la composition 

glucidique de cette N-glycosylation influence grandement les fonctions effectrices des 

FcγRs et du complément. L’obinutuzumab, anti-CD20 et mogamulizumab, anti-CCR4, 

sont des exemples d’Ac modifiés par glyco-ingénierie qui ont été approuvés. 

 

A l’inverse de potentialiser la fonction effectrice des Ig, il a également été développé 

une ingénierie afin de diminuer cette fonction, par exemple pour empêcher la mort des 

cellules cibles ou la sécrétion indésirable de cytokines. 19 

En outre, de nombreux patients recevant du muromonab, Ac anti-CD3 murin, indiqué 

dans la prévention de l'activation des lymphocytes T chez les patients transplantés, 

ont présenté des événements indésirables, dont l'induction de cytokines pro-

inflammatoires qui a été attribuée en partie aux interactions de muromonab avec les 

FcγRs. Afin de réduire cette fonction effectrice involontaire, Bluestone et al. ont généré 

des variants qui ont tous montré une libération de cytokines inflammatoires réduite. 
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b. Les fragments d’anticorps 

Le développement de fragments d’Ac, caractérisés par une plus petite taille et une 

affinité élevée, permettrait de faciliter l’accès à la cible, comme une tumeur ou une 

cible intracellulaire. Sur le principe de la digestion enzymatique de l’Ac (en utilisant par 

exemple la papaïne ou la pepsine) ou sur le principe du génie génétique, il est possible 

de produire un fragment d’Ac, d’une taille généralement comprise entre 10 et 100 kDa. 

(Figure 10) 

 
Figure 10 : Différents types d’Ac et fragments d’Ac 22 

 

La diminution de taille permet de diminuer, voire d’éviter, l’accumulation au niveau du 

foie et donc leur métabolisation. Toutefois, les formes les plus petites peuvent se 

retrouver au niveau du rein secondairement à des mécanismes de 

filtration/réabsorption. Un faible poids moléculaire permet une meilleure pénétration 

dans les tissus. Néanmoins, les fragments d’Ac sont en général moins affins et surtout 

moins avides que les Ac entiers, avec des constantes de dissociation beaucoup plus 

élevées. On peut au final alors observer une diminution du ciblage tumoral (Figure 11).  



 33 

 
Figure 11 : Les différents types d’Ac, de l’Ac entier au fragment Fv, et leur impact sur leur 

pharmacocinétique23 

• Les fragments Fab'2 et Fab  
 

La digestion enzymatique par la papaïne permet d’obtenir des fragments Fab de poids 

moléculaire de 55 kDa. La voie enzymatique de la pepsine permet, quant à elle, 

d’obtenir le fragment F(ab’)2 de poids moléculaire de 110kDa. Ils existent également 

d’autres fragments d’Ac obtenus par ingénierie moléculaire, dont les fragments Fv.  

 
• Les fragments scFv (single-chain-Fragment-variable)  

 

Les scFv sont constitués des régions variables de chaînes lourdes et légères reliées 

par un peptide de liaison, leur poids moléculaire est d’environ 25kDa.  

En raison de leur petite taille, l’immunogénicité des fragments scFv est faible et ils 

présentent une grande capacité à diffuser dans les tissus. 24 .  

 

• Minibody (scFv-CH3)  
 

Le minibody est un fragment dimérique de 75 kDa, composé de deux monomères scFv 

reliés par une région constante (CH3).  

 

• Les fragments multivalents scFvs : Diabody, Triabody et Tetrabody 
 

A partir des fragments scFv il est possible de construire différents types d’Ac, le 

diabody est l’association de deux scFv, d’un poids de 50 kDa, il présente alors deux 

sites de liaison. L’association en trimère (triabody : 75 kDa) ou en tétramères 
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(tetrabody : 110 kDa) est également possible. Du fait de leur poids moléculaire 

augmenté, la demi-vie est deux à trois fois plus longue que les scFv. Au niveau rénal, 

il est observé une forte rétention, et une possible coupure protéolytique du peptide de 

liaison est possible, pouvant alors entrainer une réponse immune. 25 

 

• Single domain antibody / Nanobody 
 

Les nanobodies ou les SdAb (single domain antigen binding) sont caractérisés par un 

poids moléculaire d’environ 15kDa. Ils représentent alors les plus petits fragments 

fonctionnels liant l’Ag d’origine naturelle.  

Ils sont composés d’un seul domaine dépourvu de chaine légère et dont le site de 

liaison de l’Ag se situe uniquement dans l’extrémité́ N-terminale de la chaine lourde 

(domaine VHH). Un pont disulfure additionnel peut être également retrouvé au sein 

des VHH dont le rôle serait de stabiliser leur structure en l’absence de chaîne légère. 

Ces SdAb possèdent des caractéristiques pharmacodynamiques, telles que l’affinité 

et la spécificité, comparables à celles des AcM entiers.  

Actuellement, l’enjeu majeur de ces Ac est le développement de thérapies ciblant des 

virus, tels que  le virus de l'immunodéficience humaine-1 (VIH-1), le virus de la grippe 

A, le virus respiratoire syncytial (RSV), le virus de l'hépatite C (VHC) et les virus 

entériques 26. Lorsque les nanobodies présentent une bonne solubilité on parle 

d’intrabodies car ils seraient capables de cibler des Ag intracellulaires. 27 Des 

associations de nanobodies sont actuellement en développement, tel que 

l'ozoralizumab (TS-152), dans la polyarthrite rhumatoïde, qui est un Ac humanisé 

composé de trois NANOBODY®VHH, dont deux ciblent le facteur de nécrose tumorale 

(TNF) Ag pertinent pour la maladie et une cible l'albumine sérique humaine, ce qui 

prolonge la demi-vie sérique de la molécule. 

 

c. Les anticorps bispécifiques 

 

Plus récemment, le développement d'Ac bispécifiques offre de nouvelles opportunités 

dans l’immunothérapie comme le recrutement des cellules effectrices cytotoxiques du 

système immunitaire pour cibler les cellules pathogènes.28 Un Ac bispécifique est 

composé de deux paratopes (tels que Fabs ou scFvs) spécifiques de deux Ag 

différents ou de deux épitopes différents d’un même Ag. Différentes techniques pour 
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produire ces Ac ont été mises au point. La première se base sur un couplage chimique 

de fragments d’AcM29. La seconde technique se base sur la fusion de deux 

hybridomes différents permettant d’obtenir la formation de cellules hybrides voir 

quadromes. Cette technique permet d’obtenir différents isotypes d’Ac, une étape de 

criblage est alors nécessaire pour obtenir l’Ac souhaité. 30 Le premier Ac bispécifique 

approuvé en Europe fût le catumaxomab en Europe en 2009. 31 

 

d. Les anticorps couplés  

 

Il est possible d’ajouter des propriétés additionnelles aux AcM en les couplant à des 

agents tels que par exemple des radioisotopes, des drogues ou des enzymes 

(abzymes) (Figure 12).  

 
Figure 12 : Les catégories et sous-catégories de produits thérapeutiques 32 

 

Plusieurs Ac conjugués ont reçu une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans 

l’indication des tumeurs solides. Un des plus anciens est le trastuzumab-emtensine en 

2014. Le sacituzumab-govitecan, ciblant le TROP-2 dans le cancer du sein triple 

négatif, est arrivé plus récemment, en 2021. En 2023, un nouveau conjugué du 

trastuzumab est apparu, le trastuzumab-deruxtecan, indiqué pour le traitement des 

cancers du sein et de l’estomac, et ses indications devraient s’étendre à d’autres 

localisations tumorales. 

Le couplage des Ac avec des radioisotopes sera plus approfondi dans la suite de la 

thèse. Succinctement, dès les années 1970, l’utilisation d’Ac polyclonaux, marqués 
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avec des radionucléides, a été développée afin de localiser par imagerie des 

marqueurs tumoraux dans des modèles animaux. L’arrivée des AcM et le 

développement des techniques d’imagerie ont permis d’étendre ces recherches chez 

l’homme. Plusieurs Ac ou fragments d’Ac ont ainsi été développés pour la radio-

immuno-imagerie.33 De plus, en fonction de la nature du radionucléide choisi, une 

application thérapeutique est également possible, on parle alors de Radio-Immuno-

Thérapie (RIT).  

 

3. Pharmacocinétique des anticorps monoclonaux et variants d’anticorps 

 

a. Absorption  

 

Les AcM sont généralement administrés par voie intraveineuse (IV), mais de plus en 

plus d’Ac peuvent être administrés par voie sous-cutanée ou intramusculaire pour le 

confort du patient, tel que l’adalimumab et le pavilizumab.  

Après administration sous-cutanée, l’absorption est assez lente avec un pic survenant 

environ une semaine après l’injection, la fraction absorbée étant entre 50 et 100% de 

la dose. Quelques Ac sont caractérisés par une voie d’absorption plus originale, tel 

que le ranibizumab ou le bevacizumab qui sont des fragments d’Ac humanisé anti-

VEGF administrés directement dans l’œil pour le traitement de la forme humide de la 

DMLA, ou également l’omalizumab qui peut être inhalé grâce à la présence de FcRn 

dans les poumons.   

 

b. Distribution 

 

Suite à une administration IV, les concentrations sanguines d’AcM décroissent de 

façon bi-exponentielle correspondant à un modèle bicompartimental : une phase de 

décroissance rapide (correspondant à la distribution) précédant une phase de 

décroissance plus lente (correspondant à l’élimination). De par leur poids moléculaire 

élevé et leur hydrophilie, les AcM pénètrent faiblement dans les tissus et sont très 

présents dans la circulation sanguine et les liquides extracellulaires.  

La phase de distribution de l’Ac peut être complexe à étudier. En effet, l’intensité de la 

captation d’un tissu, ou également d’une tumeur peut être inversement proportionnelle 

à l’affinité de l’Ac pour son Ag. Ce phénomène est appelé « barrière du site de 
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fixation ». Il s’explique par la rétention de l’Ac par les Ag secondaires présents en 

périphérie qui entrent en compétition avec les Ag cibles sur le tissu.34 De plus, lorsque 

l’Ac est éliminé de façon significative par la fixation sur sa cible, son volume de 

distribution est difficile à estimer par les méthodes conventionnelles.35 La distribution 

est donc déterminée par la physiologie de la cible et les caractéristiques de l’Ac et peut 

être également conditionnée par la présence ou non du FcRn sur les tissus.  

En diminuant le poids moléculaire, il est possible d’offrir une distribution plus rapide et 

plus homogène qu’avec un Ac entier ;36 Néanmoins, une distribution trop brève peut 

représenter une limite et diminuer la cytotoxicité de l’Ac. Pour contrecarrer ce 

problème, l’ajout d’un résidu de type polyéthylène glycol (PEG) permet d’augmenter la 

taille et de ce fait, la demi-vie d’environ 100 fois.37 Un exemple de cette technique est 

le certolizumab pégol qui fait partie de la grande famille des anti-TNFa et dont la demi 

vie atteint 14 jours.  

 

c. Élimination 

 

Deux grandes voies d’élimination ont été mises en évidence (Figure 15) :  

- Une voie d’élimination endogène : la pinocytose permet de capter les 

protéines circulantes dans le liquide interstitiel. L’élimination endogène des IgG fait 

intervenir le FcRn qui peut empêcher leur dégradation allongeant ainsi leur demi-vie 

d’élimination. Ce phénomène est saturable. Ainsi, lorsqu’un patient possède une 

concentration sanguine d’IgG approchant 100mg/mL34, la demi-vie de l’IgG diminue 

de moitié et, inversement, en présence d’une très faible concentration, elle peut tripler. 

De plus, les fragments d’Ac tels que les Fab possèdent de par leur poids moléculaire 

plus faible, une demi vie raccourcie.  

 

- Une voie d’élimination spécifique de la cible antigénique. Le complexe Ac-

Ag est très stable. Il est éliminé par phagocytose pour les complexes circulants ou par 

le système réticulo-endothélial. Cette voie d’élimination est généralement caractérisée 

par une cinétique plus rapide que la voie endogène. Ce phénomène est saturable. 



 38 

 
Figure 13 : Mécanismes d’élimination de l’Ac 38 

 
Il est important de remarquer que l’élimination de l’Ac est dépendant de son poids 

moléculaire, des fragments seront donc plus vite éliminés que des Ac monoclonaux 

entiers. 

 

III. Applications des anticorps monoclonaux  

 

Les Ac sont devenus le gold standard dans la prise en charge de multiples pathologies. 

Nous pouvons compter presque 200 Ac approuvés dans le monde.  

En effet, à la fin de l’année 2022, un peu moins d’une centaine de cibles sont 

impliquées dans le mécanisme de 162 thérapies par Ac dans le monde.  

Les domaines de l'oncologie et de l'immunologie concernent la majorité des 

applications des Ac. (Figure 13) 8  
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Figure 14 : Mécanismes d'action des Ac thérapeutiques dans les études cliniques de stade avancé*. 
Diagrammes d'Euler proportionnels à l'aire représentant les principaux mécanismes d'action des Ac 
dans les études cliniques de stade avancé. (a) Ac pour des indications non cancéreuses ; (b) Ac pour les 

indications de cancer. *Données au 1er octobre 2022 

1. Cibles et modes d’action des anticorps 

 

Au vu des multiples formats d’Ac thérapeutiques, il existe une multitude de 

mécanismes d’action. 

Le mode d’action le plus courant est la fixation de l’Ac, par sa partie Fab, à un Ag tel 

qu’un ligand afin de bloquer son activité biologique, et d’éviter toute interaction au sein 

de l’organisme. Par exemple, la fixation du bevacizumab au VEGF libre empêche la 

cascade de signalisation et inhibe son action pro-angiogénique. 

Il est aussi possible de bloquer des récepteurs, et ainsi empêcher la fixation d’un 

ligand, ce qui inhibe la cascade de signalisation responsable de la pathologie à traiter. 

C’est notamment le cas du tocilizumab et du cétuximab qui ciblent réciproquement le 

récepteur de l’IL6, responsable de réactions pro-inflammatoires, et le récepteur EGF-

R impliqué dans la croissance de multiples tumeurs.39 Les Ac ciblant les récepteurs 

peuvent également bloquer les processus d’homo et d’hétéro-dimérisation, activer des 

voies de signalisation entrainant l’internalisation du récepteur ou l’activation de 

l’apoptose de la cellule cible. C’est par ce mécanisme que le trastuzumab, anti-HER2, 

inhibe l’homodimérisation de HER2 et induit l’internalisation du récepteur.  

Il est également possible de bloquer d’autres Ag membranaires, tels que des canaux 

ioniques, des transporteurs, des Ag viraux ou microbiens. Par exemple, le pavilizumab 

est une IgG1 qui se fixe sur la protéine F de l’enveloppe virale.  

 

Le fragment Fc de l’Ac et son récepteur FcγR (FCGR), présent sur différents types de 

cellules immunitaires, permettent de déclencher différentes réponses immunitaires 
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cytotoxiques : l’ADCC, l’ADCP grâce à l’interaction Fc/FcγR, et la CDC avec le Fc/C1q. 

Ces différents modes d’action sont à l’origine de l’effet thérapeutique de l’Ac 

monoclonal, mais ils peuvent également être à l’origine des effets indésirables. Il est à 

noter que l’interaction de la région Fc avec le système immunitaire dépend de l’isotype 

de l’Ac, et que l’isotype IgG1 possède la meilleure activité cytolytique.  

Pour finir, des travaux récents ont montré que la destruction des cellules tumorales 

par les Ac pouvait permettre de développer une immunité́ cellulaire ciblée contre des 

antigènes tumoraux. C’est-à-dire que suite à la phagocytose des fragments de cellules 

tumorales par des cellules dendritiques, et à leur présentation aux lymphocytes T, une 

réponse immune adaptative cellulaire et humorale ciblée contre la tumeur sera 

développée. 40 

 

Afin d’améliorer la réponse du système immunitaire aux Ac monoclonaux, de nouvelles 

fonctions ont été développées dont le couplage d’Ac. Les ADC peuvent délivrer 

sélectivement des médicaments à petites molécules hautement cytotoxiques 

directement aux cellules cancéreuses ciblées, et ainsi induire leur apoptose. Les Ac 

monoclonaux peuvent aussi être couplés à des radioéléments, formant ainsi des 

radioimmunoconjugués dans un but de radiothérapie ciblée ou diagnostique.  

Les Ac bispécifiques peuvent quant à eux, se lier simultanément à deux Ag différents. 

Par exemple, un lymphocytes T bispécifique (BiTE), composé d’un bras ciblant le CD3 

sur les lymphocytes T et d’un bras reconnaissant les protéines cibles sur les cellules 

tumorales, est capable d’activer les lymphocytes T pour tuer les cellules tumorales. 41 
42 

 

2. Effets indésirables et limites des anticorps monoclonaux 

 

Bien que l’humanisation des Ac ait permis de diminuer drastiquement leur 

immunogénicité, différents types d’effets indésirables, parfois très graves et peu 

prévisibles, peuvent être observés. La toxicité des Ac peut être imputée à leur 

pharmacologie, c’est-à-dire dépendante de la cible, ou elle peut être indépendante de 

leur mécanisme d’action. De plus, en fonction du type d’Ac, c’est-à-dire, que ce soit un 

Ac entier ou un fragment, des effets indésirables spécifiques des différentes 

caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques peuvent être observés.  
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Ces effets toxiques peuvent être regroupés en cinq catégories : les infections 

opportunistes, le syndrome cytokinique, les pathologies auto-immunes, la toxicité 

d’organe, et l’immunogénicité. 43 

 

Le risque infectieux est particulièrement retrouvé avec les anticorps dirigés contre des 

cibles du système immunitaire, par exemple le CD52, le TNFα ou l’intégrine VLA4. En 

effet, ils diminuent ainsi l’immunité anti-infectieuse, comme le natalizumab, anti-VLA4, 

indiqué dans la sclérose en plaque, qui peut entrainer des leucoencéphalites 

multifocales progressives, généralement chez les patients immunodéprimés. Cet effet 

indésirable est si grave qu’il a entrainé la suspension de cet Ac monoclonal, celui-ci a 

par la suite été en 2008 face à une balance bénéfice-risque favorable. Les Ac 

monoclonaux anti-TNFα sont également connus pour être responsables de 

complications infectieuses telles que la réactivation de tuberculose latente. Les anti-

TNFα sont également impliqués dans l’apparition de pathologies auto-immunes 

secondaires à la production d’auto-anticorps anti-ADN ou anti-noyau induisant des 

complications de type lupus. D’autres Ac monoclonaux peuvent également être 

responsables de réactions auto-immunes, comme l’ipilimumab, immunomodulateur 

anti-CTLA4, qui augmente l’action et la prolifération des lymphocytes T, entrainant de 

possible maladies auto-immunes telles que l’uvéite, le vitiligo ou l’entérocolite auto-

immune. 44 

De plus, l’injection des Ac peut entrainer une toxicité très connue appelée syndrome 

de relargage cytokinique (CRS) caractérisé par une réaction inflammatoire systémique 

sévère du patient avec des maux de têtes, des troubles digestifs, une vasodilatation et 

une hypotension. Ces réactions sont souvent observées lors de l’administration du 

rituximab, et peuvent être traitées par administration du tocilizumab.  

Les Ac présentant une structure murine ou chimérique peuvent entrainer une réaction 

allergique (hypersensibilité, choc anaphylactique), un CRS, mais également une perte 

d’efficacité avec une augmentation de l’élimination de l’Ac.45 L’humanisation des Ac a 

permis de diminuer grandement la survenue de ce type d’effets indésirables, 

néanmoins certains épitopes peuvent se révéler encore immunogènes au niveau de 

leur régions hypervariables, et entrainer alors des réponses de type HAHA qui peuvent 

réduire l’efficacité du traitement.  
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Dans d’autres cas, la structure de l’Ac n’est pas du tout responsable de la toxicité du 

traitement, mais c’est l’expression secondaire de l’Ag d’intérêt sur des tissus sains qui 

pose problème. Par exemple, le trastuzumab peut augmenter le risque d’insuffisance 

cardiaque et diminuer la fraction d’éjection ventriculaire gauche à cause des 

récepteurs HER2 présents sur le tissu cardiaque.46 

 

L’utilisation des Ac peut également être limitée par la variabilité inter-individuelle de la 

pharmacocinétique. Pour une même dose injectée, la concentration sérique de l’Ac 

peut varier d’un individu à l’autre, et entrainer une différence d’exposition au 

médicament influençant la réponse thérapeutique. L’adalimumab, le cétuximab, 

l’infliximab ainsi que le rituximab sont concernés par ce problème.47 

Le sexe et le poids du patient sont également des facteurs pouvant modifier la 

pharmacocinétique des Ac. Par exemple, le rituximab est sensible à la surface 

corporelle de l’individu, le bevacizumab est quant à lui influencé par le sexe des 

patients. 48 

D’autres paramètres individuels peuvent entrainer des variabilités dans la réponse au 

traitement, comme l’albuminémie, la clairance rénale, la masse antigénique. 49 

L’affinité d’un Ac peut varier d’un individu à l’autre en raison de l’expression de 

récepteur de basse affinité. En effet, 80% de la population exprime ce genre de variant.  

 

Cette variabilité pharmacocinétique et clinique selon les patients suggère qu’il serait 

intéressant de disposer d’une technique permettant d’évaluer la cinétique des Ac et 

leur fixation chez les patients, afin d’améliorer la réponse à l’immunothérapie et de 

prédire l’efficacité, ainsi que les effets indésirables chez les patients. C’est dans ce 

cadre que l’immunoTEP pourrait trouver sa place. 
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Chapitre 2 : L’immuno-tomographie par émission de positons 
 

I. La tomographie par émission de positons  
 

1. Introduction 
 

La médecine nucléaire est une spécialité médicale basée sur l’administration d’un 

médicament radiopharmaceutique, composé d’un vecteur couplé à un radionucléide, 

dans un but diagnostique ou thérapeutique.  

 

Dans la cadre du diagnostic, un radionucléide émetteur de rayonnements ɣ ou 𝛽+ sera 

utilisé. Selon le type d’émission, les modalités d’imagerie utilisées seront 

respectivement la Tomographie à Émission MonoPhotonique, (TEMP ou SPECT pour 

Single Photon Emission Computed Tomography) ou la Tomographie par Émission de 

Positons (TEP ou PET pour Positron Emission Tomography). Au cours des dernières 

années, la TEP, qui offre une meilleure résolution, une meilleure sensibilité, et permet 

la quantification de la fixation, s’est largement développée. 

Cette technique d’imagerie est dite fonctionnelle car elle permet d’évaluer, de manière 

non invasive, l’activité métabolique ou moléculaire de cellules par la détection d’une 

émission provenant du radiopharmaceutique administré au patient.  

 

La seconde spécialité de médecine nucléaire est la radiothérapie interne vectorisée 

(RIV), qui est définie par l’utilisation d’un radioélément émetteur 𝛽 – ou α, couplé à un 

vecteur, qui permet de délivrer une dose thérapeutique dans des cellules ciblées. 

Lorsque le vecteur est un Ac, on parle de radioimmunothérapie (RIT). Elle est à 

distinguer de la radiothérapie externe qui utilise une source d'irradiation extérieure au 

patient. L’avantage de la RIV est qu’elle permet d’acheminer l’isotope radioactif au plus 

près des cellules cibles, souvent des cellules cancéreuses, afin de potentialiser l'effet 

cytotoxique des rayonnements, et de minimiser les dommages aux tissus sains.  

 

A la frontière de ces deux spécialités, s’inscrit une approche innovante appelée 

théranostique, qui combine la démarche diagnostique et la thérapie afin d’améliorer la 

prise en charge des patients et d’offrir une médecine personnalisée. 

Il existe deux versants à la théranostique. Le premier, consiste en l’utilisation d’un 

vecteur, couplé dans un premier temps à un radionucléide à visée diagnostique pour 
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étudier l’expression moléculaire de la maladie. Puis, une fois cette expression 

documentée et validée, utiliser ce même vecteur, cette fois couplé à un radionucléide 

à visée thérapeutique permettant d’offrir un traitement ciblé au sein de la tumeur par 

RIV. Le second versant de la théranostique est un concept plus large basé sur le 

radiomarquage d’une molécule thérapeutique d’intérêt afin d’étudier sa fixation chez 

un patient donné, et de prédire la réponse au traitement compte tenu de l’expression 

de la cible. La molécule radiomarquée contribue donc au choix thérapeutique pour le 

patient.   

 

2. Le médicament radiopharmaceutique  

 

Un médicament radiopharmaceutique (MRP) se définit comme "tout médicament qui, 

lorsqu'il est prêt à l'emploi, contient un ou plusieurs isotopes radioactifs, dénommés 

radionucléides, incorporés à des fins médicales" (article L5121-1 du Code de Santé 

Publique). 

 

Un MRP peut être constitué d’un radionucléide seul, ou d’un radionucléide couplé à 

un vecteur. En effet, la nature même du radionucléide peut permettre de l’utiliser sans 

passer par l’étape de couplage. Par exemple, l’affinité naturelle de l’iode pour la 

thyroïde permet d’utiliser son isotope radioactif, 123I, pour réaliser une scintigraphie 

thyroïdienne. 50 

 

Lorsque le radionucléide ne présente pas d’affinité naturelle pour la cible, il est 

nécessaire de le coupler à un vecteur qui permettra de vectoriser le radionucléide 

jusqu’à la cible d’intérêt, d’émettre le rayonnement au niveau de la cible d’intérêt, et 

ainsi de visualiser le fonctionnement d’un organe ou l’expression moléculaire à la 

surface de cellules. 

 

Les vecteurs peuvent varier en fonction de la cible à étudier, il peut s’agir de petites 

molécules, comme le glucose, ou de grosses molécules, telles que des Ac. Il sera 

important de concilier la biodistribution du vecteur dans l’organisme, et la période du 

radionucléide qui y sera couplé. Le vecteur idéal associe une bonne spécificité et une 

affinité importante pour sa cible. La fraction libre du vecteur doit pouvoir être éliminée 

rapidement, afin d’obtenir une accumulation spécifique au niveau de la cible, telle 
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qu’une tumeur, et une clairance du radiopharmaceutique, permettant ainsi d’avoir un 

rapport cible/bruit de fond élevé.  

 

Dans le développement d’un MRP, le choix du radionucléide repose sur la nature de 

son rayonnement et sur sa période. Mais d’autres contraintes rentrent également en 

jeu, comme la production du radioisotope, la pureté chimique et nucléique, la 

radiotoxicité, l’isotope de décroissance, ainsi que la méthode de radiomarquage.  

 

3. Les radionucléides 
 
Chaque radionucléide est caractérisé par : 

• Sa période physique qui est définie par le temps au bout duquel le 

nombre de noyaux radioactifs, ou l’activité, est diminué de moitié 

• Ses émissions 

 

Il est possible de diviser en deux catégories les types de rayonnements émis par les 

radionucléides : des rayonnements particulaires, α et β, et des rayonnements 

électromagnétiques γ. La nature des rayonnements émis conditionne l’application 

médicale, c’est-à-dire l’imagerie SPECT (rayonnement γ), l’imagerie TEP 

(rayonnement β+) ou la RIV (rayonnement α, β-).  

 

§ Émetteurs α :  
Les radionucléides α se désintègrent en émettant une particule α correspondant à un 

noyau d’Hélium (He). 

 
Ce type de rayonnement est très peu pénétrant dans la matière, de l’ordre de quelques 

micromètres, mais très ionisant. Son transfert linéique d’énergie (TEL), défini par la 

quantité d’énergie (eV) déposée par une particule par une unité de distance, c’est-à-

dire l’effet biologique du rayonnement ionisant, est très élevé. Les particules α 

présentent un grand intérêt en RIV.  
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§ Émetteurs β-  
L’émission β- consiste en la transformation d’un neutron en un proton avec émission 

d’un électron négatif et d’un antineutrino :  

                
Elle est caractérisée par un TEL moins important que pour les α, mais une pénétration 

plus grande dans la matière, de l’ordre de quelques millimètres. Les électrons émis 

par désintégration 𝛽− sont utilisés principalement en radiothérapie interne pour 

détruire les cellules cancéreuses. 

 

§ Émetteurs β+  
L’émission β+ est défini par la transformation d’un proton en neutron, avec émission 

d’un positon et d’un neutrino :  

 
Les positons, provenant de la désintégration β+, après avoir perdu leur énergie dans 

la matière, vont interagir avec des électrons conduisant au phénomène d’annihilation. 

Deux photons γ de 511keV sont alors émis simultanément en coïncidence. Ces 2 

photons seront détectés en imagerie TEP.  

 

§ Émetteurs γ 
L’émission γ est un phénomène de désexcitation du noyau, qui suit généralement une 

désintégration α ou β. 

          
Les photons γ sont des rayonnements électromagnétiques. Il s’agit donc de 

rayonnements sans charge, ni masse qui ont un pouvoir pénétrant important et un TEL 

faible. Les photons seront détectés dans les gamma-caméras utilisés en SPECT. 

 

4. L’imagerie TEP  

 

Le principe de la TEP, mais également de la SPECT, repose sur la détection des 

rayonnements émis par un radiotraceur injecté au patient, qui pourront être convertis 

en image. La TEP est composée d’une couronne de détecteurs permettant d’interagir 

avec les photons γ d’annihilation émis par le MRP au sein du patient (Figure 16). Seuls 
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les rayonnement γ émis de façon opposés et arrivant avec un angle de 180° sur le 

détecteur sont intégrés dans la construction de l’image.  
 

 

Figure 15 : Principe de l’imagerie TEP* 51 

* figure modifiée 
 

L’imagerie TEP est toujours associée à une imagerie anatomique, en général de 

type tomodensitométrie (TDM), on parlera de TEP-TDM. Le principe de la TDM se 

base sur l’émission de rayons X par une source externe, traversant le patient et étant 

plus ou moins absorbés en fonction de la densité du tissu. L’intensité d’absorption sera 

par la suite convertie en image anatomique.  

L’association d’une image anatomique de TDM à l’imagerie fonctionnelle de la TEP 

permet d’améliorer le repérage du signal.  La résolution de la TEP-TDM est de l’ordre 

de 4 à 7 mm en application clinique et de 1 mm en imagerie pré-clinique dans des 

modèles murins.  

 

II. Intérêts et perspectives de l’immunoTEP  

 
L’imagerie TEP dite phénotypique peut spécifiquement cibler des cellules en fonction 

de l’expression de marqueurs d’intérêt. Les vecteurs peuvent être de différents types. 

Lorsqu’il s’agit d’Ac ou de dérivés d’Ac, on peut parler d’immunoTEP. L’immunoTEP 

combine la sensibilité et la résolution de la TEP avec la spécificité de ciblage de l’Ac. 

 

 

 

1. 
Injection du MRP 

2. 
Imagerie TEP du patient 

3. 
Construction des images 

4. 
Analyse des images 

Photons 
 à 180° 

Couronne des 
détecteurs  
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1. Les limites de la TEP métabolique   
 
Le 2-désoxy-2-(18F) fluoro-D-glucose, ou fluorodésoxyglucose (FDG), est le MRP le 

plus utilisé en imagerie TEP, et ses indications sont très nombreuses en oncologie. Il 

s’agit d’un analogue du glucose radiomarqué au fluor 18. Grâce à sa nature 

glucosique, il est métabolisé par les cellules avides de glucose : les cellules tumorales, 

cardiaques et du système nerveux central, sa captation s’en trouve alors augmentée. 

Après avoir été internalisé, le FDG est métabolisé en fluorodésoxyglucose-6-

phosphate, qui se trouve dans une impasse métabolique permettant ainsi son 

accumulation dans la cellule. Néanmoins, l’intérêt du FDG comme vecteur en 

oncologie peut se révéler limité lorsque les cellules tumorales sont quiescentes ou en 

renouvellement lent (cas que l’on peut retrouver dans les tumeurs neuroendocrines, 

les cancers de la prostate, le myélome multiple…)52 53 De plus, le FDG n’est pas 

spécifique des cellules tumorales, et peut également se retrouver au niveau de lésions 

inflammatoires ou infectieuses. 

 

Face à l’avidité en acides aminés de certaines tumeurs secondaires à leur 

métabolisme effréné, d’autres traceurs métaboliques ont été développés. Par 

exemple, la choline marquée au 18F, est indiquée dans l’imagerie des cancers de la 

prostate.  

Néanmoins, face à des cellules cancéreuses quiescentes ou à renouvellement 

cellulaire lent, rencontrées dans le cancer de la prostate, dans les tumeurs 

neuroendocrines, ou le myélome par exemple, ces traceurs peuvent se révéler 

insuffisants.  

 

Afin de pallier à ces problèmes, il est devenu nécessaire de développer de nouveaux 

vecteurs plus spécifiques. De ce fait, la place de l’immunoTEP se retrouve renforcée 

car elle pourrait permettre d’obtenir des images spécifiques d’une cible donnée.  
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2. État des lieux et intérêt de l’immunoTEP 

 
A partir des années 70, des Ac polyclonaux conjugués avec des radionucléides se 

sont développés afin de visualiser des marqueurs tumoraux dans des modèles 

d’animaux.  

L’application de ces nouveaux outils tourne autour de 3 axes : le diagnostic, la thérapie 

et la théranostique.54 55  

 
Figure 16 : Structure d’un Ac et les applications médicales du radiomarquage de l’Ac56 

 

Plusieurs résultats cliniques prometteurs ont été obtenus en radioimmunothérapie 

avec des Ac radiomarqués au 131I, 225Ac et 177Lu, mais également en imagerie avec 

l’immunoTEP et le développement de marquages aux radiométaux (89Zr…).56  

Pour la suite de cette thèse, nous nous concentrons sur l’application diagnostique voir 

théranostique des Ac radiomarqués. 

 

Il existe actuellement peu d’Ac diagnostiques encore commercialisés. 

En 1996, différents fragments d’Ac et une IgG entière ont été acceptés aux Etats-Unis 

et/ou en Europe.  

L’imciromab (Myoscint®), fragment Fab ciblant la myosine, et radiomarqué à l’111In 

était utilisé pour le diagnostic de l’infarctus du myocarde.57 Le sulesomab 

(Leukoscan®) est un fragment Fab'-SH d'anticorps monoclonaux antigranulocytes 

murins. Il a été autorisé en 1997, et a été par la suite remplacé par le besilomab 

(Scintimun®) en 2010, dans la recherche de localisation d’une infection 

osteoarticulaire après marquage au 99mTc.58 
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Trois autres Ac avaient obtenus une autorisation pour une utilisation clinique.  

L’arcitumomab (CEA-Scan®), fragment Fab’ marqué au 99mTc, était utilisé dans le 

diagnostic de récidive de cancers colorectaux59. Le nofetumomab (Verluma®), 

également marqué au 99mTc, était indiqué pour le diagnostic des cancers du poumon 

à petites cellules. 60 Pour finir, le capromab (Prostascint ®) était une IgG marquée à 

l’111In indiqué dans le diagnostic des cancers prostatiques (liaison à l’Ag PSMA61). Un 

dernier Ac monoclonal était apparu sur le marché, l’ibritumomab (Zevalin®) marqué à 
111In, utilisé en pré-thérapeutique aux États-Unis, pour le diagnostic des lymphomes 

non-Hodgkinien 62 63, et qui fut par la suite marqué à l’90Ypour une utilisation 

thérapeutique aux États-Unis et en Europe. Il fut finalement retiré en 2020 en France.  

 

A ce jour, le seul Ac possédant encore une AMM en France, dans le cadre d’une 

utilisation diagnostique SPECT, est le Scintimun®.  

 

Toutefois, face à l’arrivée des nouvelles biothérapies à base d’Ac, et au 

développement de l’imagerie TEP, un nouvel essor dans la création d’Ac 

radiomarqués est observé, principalement dans des applications immunoTEP et 

théranostiques. 64 

Parmi les Ac les plus étudiés et qui illustrent le développement des applications d’Ac 

radiomarqués, on peut citer le trastuzumab. C’est un Ac monoclonal bien connu, 

ciblant le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2), et indiqué 

dans le cancer du sein métastatique HER +. Il n’est efficace que dans les tumeurs 

surexprimant le récepteur, ce qui correspond à environ 20% des cas. Il est 

actuellement recommandé d’établir le profil phénotypique de la tumeur, pour cela des 

tests immunohistochimiques sur biopsie sont réalisés.65 Plusieurs inconvénients sont 

à noter : le côté invasif de la biopsie, le risque de prélever une zone non tumorale, 

l’expression phénotypique hétérogène et évolutive au cours du temps ou encore, 

l’accès difficile de la zone à biospier. Tous ces inconvénients peuvent conduire au 

choix d’une thérapie inadaptée. Ainsi, l’immunoTEP peut se révéler être une méthode 

de choix pour étudier l’expression des récepteurs des cellules cancéreuses, avant et 

pendant le traitement. C’est dans ce contexte que le trastuzumab a été premièrement 

marqué au 89Zr 66, et qui est depuis en essai clinique, marqué avec le 64Cu. 67,68  
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En outre, de nombreuses autres cibles sont explorées, notamment dans le domaine 

de la cancérologie, mais également dans de le domaine des pathologies 

inflammatoires. Parmi ces cibles, nous avons choisi dans ce travail de nous intéresser 

au PD-L1 et au récepteur à l’IL-6.  

 

3. L’immunoTEP anti-PD-L1 en oncologie 

Les immunothérapies ciblent les points de contrôle immunitaire (immune checkpoint) 

tels que le PD-1, le PD-L1 mais également le CTLA-4 (pour cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4). Ces points de contrôles immunitaires sont situés à la surface 

des lymphocytes T, et leur rôle est de moduler la réponse immunitaire. La voie des 

immune checkpoint est primordiale pour limiter la durée et l’intensité de la réponse 

immunitaire afin d’éviter notamment des phénomènes d’auto-immunité. Certains 

cancers sont capables de jouer avec ce mécanisme pour ne pas être attaqués par 

l’organisme. Les inhibiteurs des immunes checkpoints (ICI) inhibent donc les signaux 

inhibiteurs des cellules tumorales sur les CPA et lymphocytes T, activant ou réactivant 

ainsi une immunité anti-tumorale. (Figure 17) 

 

Figure 17 : Représentation des mécanismes d’action des inhibiteurs de checkpoint 69  

Ces immunothérapies ont représenté une véritable révolution dans le traitement contre 

le cancer, dont l’efficacité a été démontrée sur un large éventail d’indications comme 

le mélanome, le lymphome, le cancer pulmonaire non à petites cellules (CPNPC), mais 

également les cancers du rein, de la vessie, et ORL.70 Certains patients ont présenté 
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une réponse prolongée grâce au développement d’une réponse immunitaire mémoire 

capable de lutter durablement contre le cancer, même après l’arrêt du traitement. 

Grâce à ce succès, James Allisons et Tasuku Honjo se sont vu remettre en 2018 le 

prix Nobel de physiologie et de médecine pour leurs travaux sur les inhibiteurs des 

checkpoint immunitaires, CTLA-4 et PD-1. 	

Néanmoins, malgré de très bonnes réponses cliniques chez certains patients, le taux 

de succès avec des immunothérapies par anti-PD-1/anti-PD-L1 plafonne autour de 20 

% pour les patients atteints de CPNPC.71 De plus, ces immunothérapies anti-PD-

1/anti-PD-L1, comme tout traitement, peuvent entrainer des effets indésirables 

potentiellement graves dont des pneumopathies, des colites, hépatites ou 

pancréatites72. Ceci met en évidence la nécessité de mettre en place des 

biomarqueurs prédictifs de leur efficacité clinique et de leur tolérance propre au patient. 

De nos jours, l’étude de l’expression de PD-L1 au sein de la tumeur par 

immunohistochimie est la seule technique approuvée pour la prédiction de la réponse 

aux Ac anti-PD-1/anti-PD-L1.  

Cependant, des études ont montré que l’expression de PD-L1 n’est pas corrélée à la 

réponse à l’immunothérapies anti-PD-1/anti-PD-L1. En effet, une étude rétrospective 

de 7 essais cliniques de patients atteints de CPNPC a mis en évidence qu’environ 23 

% des patients présentant des tumeurs PD-L1+ ont montré une réponse positive aux 

anti-PD-1/anti-PD-L1.71 

 

C’est dans ce contexte que s’inscrit le potentiel de l’imagerie TEP qui pourrait offrir un 

axe d’amélioration dans le traitement par immunothérapies anti-PD-1/anti-PD-L1. Ainsi 

une grande diversité de radio ligands anti-PD-L1 ont été développés. (Tableau 2). 
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Tableau 2 : Revue bibliographique des études pré-cliniques et cliniques des Ac anti-PD-L1 radiomarqués 

 

Ac anti-PD-L1 Radionucléide Modèle tumoral Référence 
Études pré-cliniques 

Atezolizumab 64Cu CSTN humain orthotopique 
Cancer sein murin orthotopique 

Lesniak et al., 2016 
 

Atezolizumab C4 89Zr CPNPC humain sc. 
Mélanome murin sc. Moroz et al., 2018 

Atezolizumab 89Zr Cancer poumon humain sc. Ehlerding et al., 2019 

Atezolizumab 89Zr Modèle PDX tumeur rénale 
orthotopique Vento et al., 2019 

Avelumab 89Zr CSTN humain sc. Jagoda et al., 2019 

Avelumab 89Zr CSTN humain sc. Li et al., 2020 

C4 89Zr 

CPNPC, cancer de la prostate 
humain sc. 

Modèle PDX CPNPC sc 
Mélanome murin sc. 

Truillet et al., 2018 

MX001 64Cu 
Glioblastome et cancer gastrique 

humains sc. 
Cancers sein et colon murins sc. 

Xu et al., 2018 

6E11 89Zr 
CPNPC humain sc. 

Mélanome et cancer colon murins 
sc. 

Christensen et al., 
2020 

CX-075 
Probody CX-072 

89Zr CSTN humain sc. 
Cancer colon murin sc. 

Giesen et al., 2020 
 

SHR-1316 
 

124I Modèle PDX CPNPC sc. Wen et al., 2020 

REGN3504 
 

89Zr 

Cancer poumon 
CSTN humain sc. 

Souris humanisées hPD-1+ / 
hPD-L1+ 

Kelly et al., 2021 

10F.9G2 
 

64Cu Mélanome murin Hettich et al., 2016 

10F.9G2 
 

89Zr CETEC et mélanome murin sc. Kikuchi et al., 2017 

10F.9G2 
 

64Cu Cancer du pancréas murin sc. Et 
orthotopique Zhao et al., 2020 

Y003 89Zr Cancer colon murin sc. Ren et al., 2021 

Nb6 64Cu Cancer poumon murin sc. Jiang et al, 2020 

Atezolizumab 89Zr Cancer du sein (triple négatif) Massicano et al, 2023 

Études cliniques 

Atezolizumab 89Zr 
CPNPC, CSTN et cancer 
prostate avancés, avant 

traitement avec atézolizumab 
Bensch et al., 2018 

Atezolizumab 89Zr Carcinome rénal Mulgonkar et al, 2022 

Durvalumab 89Zr Cancer poumon non à petites 
cellules 

Hegi-Johnson et al, 
2023 
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Certains Ac, capables de cibler à la fois le PD-L1 humain et murin, comme 

l’atézolizumab et l’IgG C4, ont été étudiés par immunoTEP chez des souris 

immunocompétentes portant des tumeurs murines syngéniques. Ces études 

immunoTEP chez des souris immunocompétentes ont permis de mettre en évidence 

l’impact de l’expression de PD-L1 dans les tissus sains sur la biodistribution de l’Ac 

anti-PD-L1. 

Des modèles basés sur l’implantation de lignées cancéreuses humaines en 

hétérotopique ou orthotopique chez des souris immunodéficientes ont été réalisés. Par 

exemple, l’Ac IgG C4 radiomarqué au 89Zr a été capable de refléter l’expression de 

PD-L1 dans des souris porteuses de tumeurs murines sous-cutanées de mélanome 
73,74. Afin d’obtenir des modèles de tumeurs plus représentatives de la 

physiopathologie du cancer chez l’homme, des modèles de xénogreffes dérivées de 

la tumeur du patient (modèles PDX pour « patient-derived xenograft »)75,76 ont permis 

d’affiner l’étude des Ac car ils représentent plus fidèlement la tumeur originelle du 

patient. L’étude de Massicano et al, a permis de développer et optimiser l’utilisation du 
89Zr-Atezolizumab à l’aide des modèles PDX : la distribution tumorale de l’Ac a été 

quantifiée et a révélé le potentiel de l’Ac dans la détection non invasive des tumeurs 

(provenant de cancer du sein triple négatif) PD-L1 positives, et la possibilité de réaliser 

une évaluation quantitative et longitudinale. 

La spécificité du 64Cu-atezolizumab a été confirmée dans des modèles tumoraux 

orthotopiques de cancer du sein humain (MDAMB231 et SUM149) et dans un modèle 

de carcinome mammaire syngénique de souris (4T1). Une accumulation spécifique du 
64Cu-atezolizumab a également été observée dans les tumeurs à forte expression de 

PD-L1 (CHO-hPD-L1 et MDAMB231) par rapport aux tumeurs à faible expression de 

PD-L1 (CHO, SUM149). Collectivement, ces études démontrent la faisabilité d'utiliser 

le 64Cu-atezolizumab pour la détection de l'expression de PD-L1 dans différents types 

de tumeurs. 77 

Plus récemment, des affibodies Z-PD-L1, d’un poids moléculaire d’environ 7kDa, ont 

été radiomarqués au 18F ou 68Ga dans des xénogreffes humaines de tumeurs PD-L1+, 

et ont montré une accumulation rapide et spécifique dans les sites ciblés.78 Dans 

d’autres études portant sur le glioblastome, les affibodies ont démontré une nouvelle 

fois leur capacité à s’accumuler au niveau des tumeurs cérébrales. 79 
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La première étude clinique immunoTEP ciblant le PD-L1 a été réalisée avec 

l’atézolizumab radiomarqué au 89Zr (Figure 19), parmi 22 patients atteints de CPNPC, 

de cancers de la prostate, et de cancers du sein triple négatif (CSTN) avancés, avant 

qu’ils ne soient traités avec cet Ac thérapeutique. 51 Cette étude a permis de montrer 

l’hétérogénéité de l’expression de PD-L1 au sein d’une même tumeur, mais également 

dans l’ensemble des tumeurs d’un même patient.  

 

Figure 18 : Fixation tumorale de l'atézolizumab radiomarqué au 89Zr chez 5 patients51 

Face à cette hétérogénéité qui complexifie la prise en charge des patients, l’étude de 

David Leung et al, utilisant un Ac anti-PD1 radiomarqué au 89Zr, mais également une 

adnectine anti-PD-L1 marquée au 18F, a démontré que l'expression tumorale PD-L1 et 

PD-1 peut être quantifiée de manière non invasive à l'aide de la TEP-TDM chez les 

patients atteints d'un CPNPC. Les auteurs ont ainsi montré que l'expression de PD-1 

et PD-L1 avant traitement, étudiée par TEP-TDM, pouvait être corrélée à la réponse 

thérapeutique. 

L’imagerie TEP de PD-L1 pourrait également servir à étudier durant la thérapie la 

dynamique de l’expression de PD-L1 au sein de la tumeur, permettant ainsi de 

s’astreindre de multiples biopsies 80. La stratégie thérapeutique peut alors être adaptée 

pour chaque patient grâce à ce suivi longitudinal, en choisissant par exemple l’ajout 

d’une immunothérapie anti-PD-1/anti-PD-L1 au traitement actuel face à une 

augmentation de l’expression tumorale de PD-L1. Ainsi, l’immunoTEP appliquée aux 

anti-PDL-1, mais également PD-1, offre une véritable perspective d’amélioration dans 

le traitement des patients, avec une médecine personnalisée, et une possible avancée 
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dans la connaissance des mécanismes tumoraux, d’autant plus que PDL-1 est 

retrouvé dans différents cancers.  

4. L’immunoTEP anti-IL6R et les maladies inflammatoires 

 

De nombreuses thérapies appliquées avec succès chez des patients atteints de 
maladies rhumatismales inflammatoires ciblent les cytokines pro-inflammatoires, 
leurs récepteurs, ou leur transduction de signaux. Parmi ces cytokines, l'IL-6 se 

distingue en raison de sa très forte concentration sérique, et de son rôle central dans 
l'induction de la réponse en phase aiguë. L'IL-6 avait été à l'origine étudiée comme 

une cytokine produite par les lymphocytes T, et qui induisait la différenciation des 
cellules B en cellules de production d'anticorps. Par la suite, il est devenu clair que 

l'IL-6 était impliquée non seulement dans la régulation du système immunitaire, mais 
aussi dans la régulation des systèmes hématopoïétiques et métaboliques. (Figure 19) 

De plus, il a été démontré dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques que le 
taux d'IL-6 était corrélé à l'activité de la maladie, et qu'il jouait un rôle central dans la 

physiopathologie de l'inflammation chronique, conduisant au développement 
d'inhibiteurs de l'IL-6 ou de son récepteur. 81 

 

 
Figure 19 : Rôles de l'interleukine 6 dans la polyarthrite rhumatoïde 81 
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Le tocilizumab, a été autorisé il y a plus d'une décennie dans le traitement de la 

polyarthrite rhumatoïde (PR), de l’arthrite juvénile idiopathique systémique et 
polyarticulaire, du CRS et plus récemment du COVID-19. Le sarilumab, un anticorps 

humain contre l'IL-6Rα, a récemment été approuvé pour la PR, élargissant les options 

pour inhiber spécifiquement l'inflammation médiée par l'IL-6. Il est intéressant de noter 

que les Ac monoclonaux anti-IL-6R empêchent la liaison de l'IL-6 à ses récepteurs 

solubles et de surface cellulaire, entraînant une augmentation des niveaux circulants 
d'IL-6 sans conduire à des réponses inflammatoires. 82 Néanmoins, une variabilité de 

l’efficacité des traitements anti-IL-6R est observée. En effet, entre 50 et 60% des 

patients répondent au tocilizumab.83 Outre la variation de la quantité d’IL6, cette 

variabilité pourrait être liée à une différence d’expression de l’IL-6R selon les patients. 
84 À ce jour, il n’existe aucun outil pour évaluer l’expression du récepteur IL-6 in vivo, 

ni d’outil pour prédire la réponse au traitement des patients et/ou la toxicité.  

Dans la littérature, les articles portant sur le radiomarquage d’Ac anti-récepteurs à 

l’interleukine 6 (IL-6R) sont peu nombreux.  

En 2017, l’équipe de Camacho s’est intéressée au radiomarquage du tocilizumab au 
99mTc appliqué à des modèles murins (BALB/c) de myélome multiple. Cette première 

étude a montré la faisabilité du radiomarquage au 99mTc de cet Ac, ainsi qu’une 

absorption hépatique et tumorale élevée 24 heures après l’injection. Une seconde 

étude, menée en 2021, par cette même équipe, a confirmé les résultats avec une 

clairance sanguine rapide de l’Ac, et une fixation significative au niveau des tumeurs 

greffées et du MM.85,86 Une troisième étude porte sur l’évaluation d’un Ac anti-IL6R 

marqué au 99mTc chez des souris transplantées avec des cellules synoviales provenant 

d'un patient atteint de PR. (Figure 20) 

Les résultats ont montré que les Ac s'accumulaient dans le tissu implanté. Les Ac anti-

récepteurs de l'IL-6 radiomarqués ont permis de montrer une distribution des 

récepteurs de l'IL-6 corrélée à une infiltration de cellules inflammatoires au stade 

précoce de la PR. 87 
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Figure 20 : fixation de l'Ac anti-IL6R radiomarqué au 99mTc (A) et de l'Ac irrelevant (B) sur les tissus 

synoviaux humains implantés87.Flèches jaunes : tissu implanté 
 

 
L’immunoTEP anti-IL-6R dans le cadre de la PR est prometteur. En effet, des études 

ont démontré que la phase précoce de la maladie est caractérisée par des 

changements cellulaires et moléculaires précédant les altérations anatomiques. 

L’immunoTEP pourrait ainsi permettre la détection de changements 

physiopathologiques précoces avant l'apparition de lésions anatomiques dans la PR. 

De plus, à l’instar de PD-L1, le suivi longitudinal à l’aide de l’immunoTEP pourrait 

permettre d’adapter le traitement ou d’y associer des molécules. Le tacrolimus 

pourrait, par exemple, permettre de potentialiser l’effet du tocilizumab. 81,88 

 

Outre la polyarthrite rhumatoïde, le radiomarquage du tocilizumab pourrait être utilisé 

dans d'autres maladies inflammatoires dans lesquelles l'IL-6 joue un rôle, comme la 

maladie de Horton. 
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Chapitre 3 : Radiomarquage d’anticorps dans l’ImmunoTEP 
 

Les radionucléides émetteurs β+ utilisés en recherche et en clinique peuvent être 

classés en 2 grandes catégories : les radiohalogènes (fluor-18, iode-124…) et les 

radiométaux (zirconium-89, gallium-68, cuivre-64…) (Figure 21). 

En immunoTEP, les vecteurs étant des Ac, ils sont caractérisés par un poids 

moléculaire élevé, en particulier lorsqu’ils sont entiers. Ils permettent ainsi un 

marquage par la chélation de radiométaux, sans pour autant entraîner une 

modification significative de la structure de l’Ac. De plus, plusieurs métaux présentent 

des périodes relativement longues (plusieurs dizaines d’heures) adaptées à la 

cinétique des Ac et fragments d’Ac. Dans le cadre de cette thèse, nous nous 

concentrerons donc sur les radiométaux et les techniques de radiomarquage 

associées. 

 

 

 
Figure 21 : Classification périodique des éléments 
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I. Méthode directe ou méthode indirecte de radiomarquage 

 

1. Méthode directe 

 

Le radiomarquage direct est une méthode qui concerne généralement le marquage 

des protéines, au niveau de la chaîne latérale de leurs acides aminés. En 1997, 

Goldenberg et al. ont montré qu’il était possible de radiomarquer un anticorps, 

l’arcitumomab, au 99mTc, sans avoir à modifier la structure du vecteur. Il existe 

également une seconde méthode passant par la réduction des ponts disulfures en 

groupements thiol par le 2-mercaptoéthanol. Le radiomarquage des Ac par voie directe 

nécessite une densité suffisante en groupement thiol afin d’obtenir un complexe stable. 

De plus, la stabilité du complexe obtenu représente la faiblesse majeure du marquage 

direct. Afin de s’affranchir de ces limites, une des alternatives consiste à réaliser un 

marquage “indirect” avec un groupement prosthétique. (Figure 22) 

 

 
Figure 22 : Marquage direct et indirect de protéines par des radiométaux 89 

 

2. Méthode indirecte 

 

Le marquage indirect des Ac par des radiométaux nécessite des molécules appelées 

agents chélatants bifonctionnels, qui sont composées d’une part, d’un ligand 

permettant la coordination du métal, et d’autre part, d’un groupement fonctionnel 

permettant une liaison covalente avec le vecteur. (Figure 23) 
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Figure 23: Radiomarquage d’une biomolécule fonctionnalisée par un chélatant bifonctionnel par 
méthode indirecte 

 
Entre ces deux parties il est possible de trouver un spacer, composé d’une chaîne 

hydrocarbonée ou peptidique, afin de diminuer les possibles interactions entre le 

chélatant et le vecteur avec le radiométal, et de modifier, si nécessaire, les propriétés 

pharmacocinétiques du complexe.  

Ils existent plusieurs types de chélatants, et deux familles principales se distinguent. 

Premièrement, les ligands acycliques polyazotés tels que le DTPA, l’EDTA ou le DFO, 

connu pour être le ligand du 89Zr, permettent d’obtenir un rendement et une pureté 

radiochimique élevés. Cependant, la faible stabilité du complexe in vivo peut conduire 

à des problèmes de transmétallation/transchélation.  

La seconde famille de chélatant est celle des macrocycliques. Les propriétés 

complexantes de ces ligands ont largement été décrites dans la littérature. Les 

principaux chélatants de cette famille sont les tétraazacycloalcanes, tel que le DOTA, 

très utilisé pour la chélation du 64Cu. De multiples études ont montré que les chélatants 

macrocycliques permettent d’observer une stabilité in vivo supérieure à celle obtenue 

avec les chélatants linéaires. 90 

 

Le marquage indirect de l’Ac nécessite de respecter différents points :  

• Les conditions de conjugaison doivent respecter la structure tertiaire et 

quaternaire de l'Ac, par exemple, la température réactionnelle ne doit pas 

excéder les 40°C afin de ne pas dénaturer l’Ac 

• La liaison covalente entre le chélateur et la protéine doit être stable in vivo. Le 

ratio molaire chélatant/Ac doit respecter l'affinité de liaison, et la spécificité de la 

protéine. Dans ces réactions de conjugaison conventionnelles, la présence de 

multiples acides aminés accessibles aux chélatants sur les protéines peut 
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entraîner un encombrement stœchiométrique, et secondairement une 

diminution d’affinité et d’immunoréactivité vis-à-vis de l’Ag. 91 

• Le complexe doit présenter une stabilité thermodynamique et une inertie 

cinétique suffisante pour résister aux possibles transchélations et 

transmétallations in vivo.  

 

II. Méthodes de fonctionnalisation de l’anticorps 
 

1. Fonctionnalisation non site spécifique 

 

La conjugaison s’effectue principalement sur des groupes azotes ou amines par une 

liaison covalente sur le vecteur pour permettre le radiomarquage ultérieur de la 

molécule. Elle est très avantageuse car les amines sont très abondantes au niveau de 

la surface d’un Ac. Différentes fonctions peuvent réagir avec les amines, les plus 

utilisées sont les esters de N-hydroxysuccinimide (NHS) et les isothiocyanates (NCS) 

(Figure 24). 92 

 
Figure 24 : Représentation des fonctions ester NHS et isothiocyanate 

 
Il est possible de diminuer les risques de perte d’immunoréactivité par l’addition d’une 

polylysine en C-terminale, permettant ainsi de favoriser la conjugaison sur les lysines 

en C-terminal (Figure 25).93 
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Figure 25  : Fonctionnalisation par les fonctions ester NHS (A) et isothiocyanate (B)89 

 
Une seconde méthode, moins courante, est la conjugaison via une cystéine, mais elle 

est plus rare dans la nature. Cette méthode se concentre sur les groupements 

sulfhydriles (-SH) ou thiols, présents au niveau des cystéines des ponts disulfures des 

Ac. 94 Soit les ponts disulfures sont réduits afin de générer des thiols réactifs à la 

conjugaison, soit des groupements thiols sont introduits au niveau d’amines primaires. 

Les fonctions capables de se lier aux thiols sont généralement les maléimides et les 

haloacétyles (Figure 26).  

 
Figure 26 : Représentation des fonctions ester iodoactéyle et maléimide 

 
Cependant, la modification des Ac suivant ces méthodes peut compromettre les profils 

d'immunoréactivité et de distribution des Ac radiomarqués. Par conséquent, des efforts 

importants ont été consacrés au développement de stratégies de conjugaison 

spécifiques au site afin de produire des radiotraceurs bien définis pour une imagerie 

de haute qualité. 

 

A 

B 
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2. Fonctionnalisation spécifique au site 95 

 

Des stratégies efficaces de bioconjugaison spécifique au site ont été développées en 

utilisant différentes méthodes afin d’atteindre une chimiosélectivité. Comme décrit 

dans la littérature, de nombreuses conjugaisons d'anticorps spécifiques au site ont été 

développées telles que :  

 

- L’ingénierie Cys : La conjugaison par la cystéine permet de fixer un groupement 

cystéine-maléimide de manière réversible, de façon relativement simple et directe 

sans avoir besoin de réactifs ou d'enzymes spécifiques (Figure 27). Bien qu'il y ait une 

instabilité potentielle in vivo, en fonction de l'emplacement du résidu de Cys modifié, 

c’est une méthode fréquemment utilisée pour le radiomarquage spécifique au site des 

Ac. De nouvelles méthodes permettent de réaliser une bioconjugaison Cys 

irréversible. 84 

 

Figure 27 : Bioconjugaison par ingénierie Cys 84 

 

- Méthode enzymatique et chimio-enzymatique : Les conjugaisons par des 

méthodes de modification chimio-enzymatique ont été étudiées en utilisant plusieurs 

techniques : la modification du glycane avec des transformations multi-étapes utilisant 

l'α-2,6-sialyltransférase, la β-1,4-galactosidase et la β-1,4-galactosyltransférase 

mutée, et la conjugaison médiée par la sortase-A (Figure 28).  
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Figure 28 : Bioconjugaison par méthode enzymatique et chimio-enzymatique 84 

 

La sortase A est une enzyme dérivée de Staphylococcus aureus. En général, la 

sortase reconnaît les substrats contenant des motifs spécifiques, et clive le peptide 

entre la thréonine et la glycine formant ainsi de nouvelles liaisons peptidiques avec 

des substrats nucléophiles. Il est alors facile d'installer des fractions fonctionnelles (par 

exemple, un chélateur) sur l'extrémité N ou C d'un Ac d'une manière spécifique au site 

(Figure 29).   

 
Figure 29 : Bioconjugaison par la sortase A 84 

 

Ce type de conjugaison est très souvent réalisée pour la fonctionnalisation des 

nanobodies, cela permet de diminuer l’impact sur l’affinité et l’immunoréactivité du 

nanobody. Cette méthode permet de produire des immunoconjugués plus homogènes. 

Une étude récente a démontré que le 89Zr-DFO-trastuzumab développé à l'aide de 

cette stratégie chimioenzymatique surpassait son homologue développé par la 

méthode de conjugaison non spécifique parce que le 89Zr-DFO-trastuzumab modifié 



 66 

de manière spécifique au site a montré une immunoréactivité et une stabilité accrue 

dans les études d'imagerie immunoTEP. 84 
 

-- Les étiquettes peptidiques : Afin de réaliser des modifications spécifiques au site, 

les Ac peuvent être produits avec de courtes étiquettes peptidiques via des protocoles 

standards d'ingénierie des protéines et d'expression recombinante. Généralement, les 

étiquettes sont introduites à l'extrémité C-terminale des mAb ou sdAb pour éviter les 

interférences au niveau du site de liaison. Les modifications par cette technique 

génèrent des conjugués d'anticorps couplés à des charges utiles à haute sélectivité et 

stabilité, bien que l'immunogénicité potentielle des balises peptidiques introduites soit 

actuellement inconnue. 

 

- Chimie click : Plus récemment, une approche de fonctionnalisation basée sur la « 

chimie click » est apparue : ces réactions sont biocompatibles, rapides, 

stéréospécifiques, et permettent d’obtenir un très bon rendement dans des conditions 

optimales pour des Ac.96 La réaction « chimie click » utilisent des fonctions chimiques 

qui ne sont pas retrouvées naturellement dans le milieu biologique, permettant ainsi 

une meilleure spécificité de la réaction de fonctionnalisation. La chimie click a été 

conçue pour différentes applications :  

·       Les réactions de radiomarquage avec des groupes prothétiques,  

·       La création de nouvelles architectures de chélation,  

·       La bioconjugaison spécifique au site  

·       Le préciblage in vivo.  

 

Parmi les diverses réactions, la cycloaddition catalysée par le Cu(I) entre les azides et 

les alkynes (CuAAC) est fréquemment utilisée pour développer des produits 

radiopharmaceutiques. Néanmoins, il est nécessaire d'éviter l'utilisation du catalyseur 

Cu(I) lors du développement de sondes immunoTEP avec des radiométaux. Ainsi, la 

chimie bioorthogonale mettant en jeu la cycloaddition azide-alkyne (SPAAC) peut se 

révéler comme une alternative intéressante (Figure 30). La réaction SPAAC, pour 

strainpromoted azide-alkyne cycloaddition, met en jeu la cycloaddition des azotures 

avec des alcynes de type cyclooctyne ou dibenzocyclooctyne (DBCO)86. Le DBCO est 

facilement disponible dans l’industrie et permet ainsi d’éviter une synthèse complexe.   
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  Figure 30 : cycloaddition azide-alkyne (SPAAC) 84  

 

Une autre technique connue de la « chimie-click » est le préciblage.  Cette approche 

a été initialement développée avec le système avidine-biotine, qui consiste en 

l’utilisation d’un immunoconjugué modifié par la streptavitine, et d’une biotine 

radiomarquée. Puis, il a été développé la cycloaddition Diels-Alder (IEDDA) entre une 

tétrazine et un alcène (Figure 31). 87   

 
Figure 31 : cycloaddition Diels-Alder (IEDDA) 84 

 
Cette technique est caractérisée par une cinétique très rapide, et est généralement 

utilisée en pré-ciblage par une première injection du vecteur modifié avec l’alcène, 

permettant son accumulation au niveau de la cible. Puis, l’injection du ligand 

radiomarqué contenant une tétrazine. En 2011, Zeglis et al ont utilisé la cycloaddition 

Diels-Alder pour la bioconjugaison d'un immunoconjugué modifié, le trastuzumab, 

avec la desferrioxamine couplée avec une tétrazine afin de radiomarquer au 89Zr. Et 

dans un second temps, avec le DOTA, également couplé avec une tétrazine, pour 

radiomarquer au 64Cu. L'imagerie TEP in vivo et les expériences de biodistribution ont 

révélé une absorption significative et spécifique des bioconjugués.88 

La description des différentes stratégies de fonctionnalisation n’est pas exhaustive, il 

existe de multiples possibilités de marquages des Ac. La grande variabilité de 

chélatants disponibles, mais également de vecteurs, empêche la possibilité d’avoir une 

méthode de fonctionnalisation de référence.  
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III. Chimie des métaux  

 

1. Notion de complexation 

 

La liaison de coordination est définie par un partage entre deux atomes d’un doublet 

d’électron qui est apporté uniquement par l’un des deux partenaires. C’est cette liaison 

qui intervient lors de la complexation des ions métalliques. Ce sont des liaisons 

toujours polaires (suite à la complexation le partenaire receveur est négatif et le 

partenaire donneur est positif). Les acides de Lewis sont les atomes présentant une 

lacune électronique, et ils s’associent à une espèce pouvant partager ses doublets 

d’électrons : les bases de Lewis, qui sont en général représentées par les éléments 

les plus électronégatifs de la classification (oxygène, azote, soufre, phosphore, 

halogénures…), ou des groupements d’atomes électronégatifs.  

Les acides de Lewis comprennent tous les cations métalliques (Fe, Ga, Cu…).  

 

Un complexe est défini par une structure polyatomique, appelé ligand L, encadrant un 

ion métallique M coordinateur. Ce complexe met en jeu n liaisons de coordination 

formées entre le métal M et le ligand L.  

 
On peut distinguer deux groupes de complexes : 

- Les complexes simples : chaque coordinat est lié à l’ion central par une unique liaison 

de coordination. 

- Les complexes internes (ou chélate) : le coordinat est lié au métal par plusieurs 

liaisons de coordination. 

 

2. Stabilité des complexes 

 

Les complexes sont des situations d’équilibre chimique, c’est-à-dire que cette 

association peut être réversible. 

Nous pouvons écrire la constante d’équilibre de formation du complexe MLn :  

Kn = [MLn] / ([MLn-1] [L]). Ils existent également des constantes partielles de formation 

K1, K2 ... Kn qui représentent la stabilité́ intermédiaire.  
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La formation du complexe peut être illustrée par l’équation de formation :  ß = [MLn]/[M] 

[L]n, avec  ẞn appelée constante globale de formation.  

Elle est liée à Kn par : ẞ n = K1 x K2 x K3 x ...x Kn  

Nous pouvons écrire les processus inverses qui sont les réactions de dissociation de 

ces complexes : Kform = 1 / Kdiss  

Dans l’application radiopharmaceutique, nous nous trouvons dans des conditions de 

dilution importantes (l’organisme), la stabilité du complexe est donc une recherche 

importante dans le développement de radiomarquage. Différents facteurs influent sur 

la stabilité :  

 

• Le facteur thermodynamique 
 

Elle représente la force de l’association acide/base de Lewis. Elle est dite 

thermodynamique, car elle ne dépend que de la température, et caractérise l’équilibre 

du système.  

 

• Le facteur cinétique 
 

Un complexe peut être peu stable d’un point de vue thermodynamique, mais une fois 

formé la réaction de décomplexation peut être lente. L’inertie cinétique est 

proportionnelle à l’énergie nécessaire à fournir afin de dissocier le complexe. Elle peut 

donc être associée à la résistance de rester sous forme liée du cation métallique. 

 

• La labilité  
 

Elle définit la vitesse de complexation-décomplexation. Elle est caractérisée par la 

vitesse à laquelle s’échangent les molécules d’eau dans les complexes.  

Par exemple : (64Cu (H2O)6)2+ + H2O ↔ (64Cu (H2O)5(H2O))2+ + H2O 

 

La labilité est également liée à la théorie dite HSAB ou le concept de Pearson qui 

permet de prédire qualitativement l’adéquation entre l’atome donneur et accepteur. 
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Elle définit un acide de Lewis dur comme un élément faiblement électronégatif, 

présentant une densité de charge positive élevée et fortement polarisant, comme par 

exemple, le Ga 3+. Plus le degré d’oxydation est grand, plus l’acide est dur.  

A l’inverse, un acide mou présente une électronégativité élevée, une charge faible et 

une grande taille. Plus le degré d’oxydation est bas, plus l’acide est mou. 

Dans la définition de Pearson, les cations métalliques sont tous durs. 

Les base de Lewis dures sont caractérisées par une très forte électronégativité, une 

densité de charges négative élevée, et une capacité fortement polarisante. La dureté 

augmente avec la charge négative. A l’opposé, une base molle est faiblement 

électronégative, faiblement polarisante, et avec une densité de charge faible.  

Ainsi, l’association d’un acide dur avec une base dure ou d’un acide mou avec une 

base molle, permet d’obtenir un complexe plus stable. Les ligands doivent être adaptés 

à la dureté du métal, c’est pour cela qu’il n’existe pas de ligand universel.  

 

• La contamination par les métaux de l’environnement  
 

La présence de cations, et donc de métaux, peut influencer le rendement et la 

cinétique de réaction de complexation. Ainsi, il est important de réaliser les marquages 

avec du matériel et des solvants permettant de minimiser la possible compétition par 

des métaux (Fe 3+, Zn2+…).  

 

• La denticité du ligand 
 

La denticité est définie par la capacité d'un ligand à complexer un atome central, par 

l'intermédiaire d’un nombre de liaison distinct. Elle influe sur la stabilité du complexe 

métallique. Par exemple pour la complexation du cuivre Cu2+, il est recommandé de 

privilégier le NOTA par rapport au DOTA, car la cage moléculaire complexante est plus 

petite et ainsi plus adaptée à la taille de l’ion. 

 

• Le pH 
 

Les acides carboxyliques sont plus complexants dans des conditions de neutralité, voir 

basiques. Or lorsque le pH augmente, les cations métalliques vont former des hydroxo-
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complexes avec expulsion d’un proton, entraînant une diminution de la solubilité des 

espèces cationiques. 

Pour surmonter cette difficulté, on peut utiliser des tampons type tampon d’ammonium, 

néanmoins ceux-ci sont légèrement complexants, ils ralentissent alors la cinétique de 

marquage. Ils sont cependant indispensables afin d’éviter la précipitation des cation 

métalliques.  

Pour obtenir un complexe le plus stable possible, il est utile de travailler à un pH 

supérieur au minimum d’une unité par rapport au pKa du chélatant. 

 

• La température  
 

L’influence de la température sur la cinétique de complexation peut être illustrée par 

le DOTA. La réaction de complexation est séquentielle, au vu de ses 4 cycles azotés 

et de ses 4 bras carboxylates, elle nécessite donc de multiples étapes afin d’arriver au 

complexe le plus stable. Ceci explique la lenteur de la réaction et la nécessité de 

chauffer lors de la complexation. Le chauffage est plus souvent nécessaire avec les 

ligands cycliques qu’avec les chélatants acycliques.  

Pour résumer, il est possible d’accélérer la complexation en chauffant le milieu 

réactionnel. Néanmoins, à l’instar du pH, il est important de prendre en compte la 

nature du vecteur, qui peut être sensible à des conditions réactionnelles trop sévères. 

 

3. Influence des paramètres des radiométaux sur la stabilité du complexe in vivo 

 

La stabilité in vivo est une difficulté retrouvée dans la chimie de complexation. Le 

chélatant doit réussir à maintenir ses cations métalliques face à protéines affines pour 

ces derniers et qui sont présentes dans l’organisme. 

 

•  Résistance à la transchélation 
 

La transchélation est définie par le déplacement du radiométal de son complexe vers 

un ligand compétiteur. Un radiométal fréquemment transchélaté in vivo est le 64Cu : 

les cuproprotéines (telles que la céruléoplasmine et les métallothionéines), spécifiques 

du cuivre, sont très compétitrices et extrêmement présentes dans l’organisme et plus 

particulièrement au niveau hépatique.97 Suite à la chélation par ses protéines, le 
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64Cu entre dans un cycle entérohépatique, ce qui entraîne son accumulation au niveau 

du foie, diminuant alors la qualité de l’image, ainsi qu’une irradiation non souhaitée 

pour le patient. 

Un autre exemple qui va nous intéresser pour la suite de la thèse est le cas du 89Zr, 

complexé au DFO, il peut être transchélaté in vivo et se retrouver au niveau des os.98 

Ceci s’explique par la forme cationique du zirconium, plus précisément, sa dureté qui 

réagit préférentiellement avec des bases de Lewis dures comme l’azote ou l’oxygène. 

In vivo, le complexe 89Zr-DFO est déstabilisé par deux molécules d’eau endogènes, et 

ceci pourrait expliquer l’accumulation du zirconium dans le tissu osseux. De plus, en 

raison d'une forte affinité pour le phosphate, le 89Zr est incorporé à l'hydroxyapatite, et 

en particulier dans les épiphyses où se produit une formation osseuse plus active.99 

Pour conclure, la résistance à la transchélation est déterminée par l’inertie cinétique 

du complexe, et dans une moindre mesure par la stabilité thermodynamique.100  

 

• Résistance à la réduction   
 

Dans l’organisme, de multiples enzymes peuvent conduire à une réduction du 

radiométal au sein du complexe, entraînant une déstabilisation de ce dernier et un 

possible relargage du radiométal. Au sujet des radiométaux que nous traiterons par la 

suite, des enzymes peuvent conduire à la réduction in vivo du 64Cu(II) en 64Cu(I), ce 

qui entraîne le relargage du cuivre du complexe car le ligand ne peut retenir le cuivre 

que sous forme Cu(II).101 Il est nécessaire que le complexe possède un faible potentiel 

d’oxydoréduction afin de résister à la réduction dans l’organisme. 

Quant au 89Zr(IV), il peut être hypothétiquement réduit en Zr(III), néanmoins, cette 

réaction n’est possible qu’à un potentiel d’oxydo-réduction plus bas que celui des 

couples oxydoréducteurs ou des protéines (typiquement la ferrédoxine) que l’on peut 

retrouver dans l’organisme.   

 

• Résistance à la transmétallation 
 

La transmétallation est définie par le remplacement au sein du ligand du métal chélaté 

par un autre. Nous avons déjà évoqué ce phénomène qui peut être observé in vitro 

lors de la complexation ou du radiomarquage à cause de la contamination par d’autres 

métaux présents dans le milieu réactionnel.  
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In vivo, le remplacement du cuivre met en jeu le plus souvent le Zn2+ et le Fe3+, qui 

sont naturellement présents dans l’organisme. Cette dissociation est irréversible, en 

effet, une fois substitué, le cuivre libre est capté par les cuproprotéines. Pour résister 

à la transmétallation, le chélatant doit avoir une grande spécificité pour le radiométal, 

ainsi qu’une inertie cinétique importante. 

 
IV. Le Zirconium 89 et le Cuivre 64 en immunoTEP 

 

Parmi les métaux utilisés en TEP, le Cuivre 64 (64Cu) et le Zirconium 89 (89Zr) sont 

particulièrement intéressants pour le radiomarquage des Ac compte tenu de leur 

période de plusieurs heures, adaptée à la cinétique lente des Ac.102,103 Nous allons 

donc par la suite nous concentrer sur ces 2 radiométaux. 

 Le tableau 2 reprend les principales caractéristiques de ces 2 radionucléides.  

 

 89 Zr 64 Cu 

Période 78.4h 12.7h 

Emission 

β+ (23%) 

EC (77%) 

Emax β+ 897 keV 

Émission 𝛄 909 keV 

β+ (19%) / β− (40%) 

EC (41%) 

Emax β+ 656 keV  

Émission 𝛄 1346 keV 

Biodistribution 

Affinité du Zr4+ pour les os 

(épiphyse) en préclinique 

Transchélation in vivo 

Affinité du cuivre pour le foie 

Transchélation in vivo 

Radiochimie 

Rendement de marquage élevé 

avec les macromolécules  

Production selon les BPF 

Risque de contamination 

métallique 

Rayonnement gamma associé de 

haute énergie 

Faible énergie Β + 

Rendement de marquage élevé 

avec les macromolécules  

Faible coût de production 

Moins de 1% de rayonnement 

gamma associé  

Emission Β- associée pour la 

thérapie ?  
 

Tableau 3 : Comparaison du Zirconium 89 et du Cuivre 64. EC : capture électronique ; Emax : énergie 
maximale 
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Le 89Zr est adapté pour une étude de preuve de concept, en effet sa période (78,4h) 

permet d’étudier l’Ac sur une cinétique plus longue. Dans des études plus avancées 

impliquant une injection à l’homme, l’utilisation du 64Cu est plus pertinente afin 

d’optimiser la radioprotection des patients grâce à sa période qui reste plus 

intermédiaire. 

  
1. Le Zirconium 89 

 

• Physique  

 

Parmi différents isotopes du zirconium, c’est le 89Zr qui a le plus capté l’attention pour 

développer des médicaments radiopharmaceutiques, en raison de ses 

caractéristiques de désintégration nucléaire favorables qui le rendent utile dans le 

marquage des Ac pour les applications immuno-PET.  

Le 89Zr est caractérisé par un déficit en neutrons avec 49 neutrons et 40 protons et par 

une période physique de 78,4h. Son schéma de désintégration se répartit entre la 

capture électronique (77 %) et l'émission de positons (23 %) (Figure 32).  

 
Figure 32 : Schéma de désintégration du 89Zr 

Les deux voies de désintégration mènent à la formation de 89Y métastable qui se 

désexcite avec l’émission d’un rayon gamma de 909 keV. Le 89Zr émet deux types de 

rayonnements importants : les rayonnements de 511keV consécutifs à l’annihilation 
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du positon, d’énergie maximale de 890 keV avec une moyenne de 390 keV, et les 

rayonnements de 909keV de désexcitation du 99mY. 

Le 89Zr est produit par un cyclotron selon les réactions 89Y(p,n)89Zr et 89Y(d,2n)89Zr. Le 
89Zr peut être obtenu par bombardement de protons sur 89Y, l'abondance isotopique 

de la cible est de 100 %, ce qui permet d’avoir une production moins coûteuse.  Il a 

été montré que l’énergie la plus favorable des protons pour le bombardement de la 

cible d’yttrium est de 14 MeV104, mais au-delà de 13MeV une impureté isotopique est 

produite, le 88Zr, de période de 83,4 jours dont l’isotope fils est l’88Y de demi vie de 106 

jours, ce qui peut représenter un problématique en terme de gestion de la dosimétrie 

et des déchets.  

La seconde réaction possible pour obtenir du 89Zr est l’utilisation d’un faisceau de 

deutéron, d’énergie minimale de 5,6 MeV sur une cible d’89Y. Cette méthode permet 

de limiter la contamination par le 88Zr, car l’énergie seuil pour obtenir ce radioisotope 

est de 15,5MeV.105 

• Chimie106 

 

Le zirconium fait partie de la famille des métaux de transition. Ils existent différents 

états d'oxydation du zirconium, Zr(II), Zr(III) et Zr(IV) mais il est généralement retrouvé 

sous forme d'ion +4 en solution aqueuse.102 Il généralement disponible en solution soit 

sous forme d'oxalate de zirconium-89 (89Zr(ox)2), soit sous forme de chlorure de 

zirconium-89 (89ZrCl4), influençant ainsi la chimie pour le développement d'agents 

immuno-PET efficaces. 

 

Le cation Zr(+IV) est un ion caractérisé par une charge élevée, formant ainsi des 

complexes avec un nombre de liaisons de coordination élevé (jusqu’à 8 liaisons), 

préférentiellement avec des donneurs d'oxygène anionique (car le zirconium est un 

cation dur). C’est-à-dire que le Zr(+IV) nécessite un ligand polydentate avec 6 à 8 

atomes donneurs.  

 

Actuellement, des résultats expérimentaux montrent qu'en raison de sa charge élevée 

et de son petit rayon, le Zr(IV+) existe en tant qu'espèce monomère et polynucléaire 

en solution aqueuse à faible pH. En effet, la forte densité de charge sur l'ion Zr4+ 



 76 

favorise la déprotonation des molécules H2O pour donner de l'hydroxyde coordonné 

qui agit comme un ligand. Cependant, lorsque les solutions du tétramère sont 

acidifiées, des espèces monomériques de Zr4+ sont formées par protonation des 

groupes hydroxo pontants. La nature et l'abondance de ces espèces peuvent changer 

en fonction du pH, par exemple, un pH croissant favorise la formation et la précipitation 

des espèces d'hydroxyde de zirconium. Cela rend plus difficile la détermination précise 

des constantes de stabilité avec les chélatants. 107 

 

• Métabolisme du zirconium  

 

Le comportement du Zr4+ libre dans les systèmes biologiques a été étudié afin 

d'évaluer la sécurité de l'utilisation de 89Zr comme traceur PET ainsi que pour mieux 

comprendre le devenir du MRP dans l’organisme. Ceci est particulièrement important 

pour le zirconium en raison de sa forte affinité pour l'os.107 

A l’état basal, l’organisme contient des petites quantités de zirconium que l'on retrouve 

dans la graisse, le foie, la vésicule biliaire, ainsi que des traces dans le cerveau. 

L’excrétion du zirconium exogène, apporté par l’alimentation, implique le système 

hépatobiliaire et entraîne une élimination fécale plutôt qu’urinaire.  

Il existe encore des questions quant au devenir du zirconium au sein de l’organisme. 

En effet, une étude a révélé que le chlorure de Zr s'accumule dans le foie, ce qui 

suggère qu'il se présente sous forme colloïdale, tandis qu'une autre étude utilisant une 

méthode de préparation différente du chlorure de Zr, n'a montré aucune accumulation 

dans les tissus mous. Le Zr-DFO est éliminé très rapidement par les reins et peut être 

excrété par l'urine en quelques minutes.106 

Le zirconium a une forte affinité pour l’os, et donc lorsqu'il n'est pas étroitement lié à 

un chélate ou qu’il est transchélaté, il s'accumule de préférence dans ce tissu, ce qui 

a été observé chez des rats et des souris. Il est particulièrement important de prendre 

en compte ce comportement en clinique, car son accumulation dans l'os peut être 

problématique en pratique.  

De plus, une comparaison de l'absorption osseuse provenant de différentes espèces 

de zirconium démontre que l'absorption osseuse est plus élevée lors de l'injection de 

chlorure de Zr, suivie de Zr-oxalate, puis de Zr-citrate, et enfin de Zr-DFO avec une 



 77 

absorption osseuse significativement moins importante. Il convient de noter que les 

premiers essais cliniques avec 89Zr ne démontrent pas l'étendue de l'absorption 

osseuse exposée dans les images précliniques.99		

• Chélation du Zirconium 89 
 

Pour permettre le radiomarquage par le 89Zr à des protéines, dont les Ac, nous 

développerons ici certains chélatants pouvant être utiles pour la chélation du 89Zr.  

• Les chélatants non hydroxamates  

Lors des premières études sur le 89Zr en imagerie TEP, des chélateurs métalliques 

communs, comme l'acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA) ou l'acide 

diéthylènetriaminepentaacétique (DTPA) ont été utilisés (Figure 33). Le DTPA est 

capable de saturer la sphère de coordination du zirconium et atteint donc une plus 

grande stabilité thermodynamique. 

 

Figure 33 : Représentation de chélatant non hydroxamate : EDTA (A) et DTPA (B) 

Parmi les ligands non hydroxamates, il est important d’évoquer les ligands 
macrocycliques. En imagerie TEP, le chélatant DOTA est considéré comme un gold 

standard pour le 64Cu et le 68Ga. Il est caractérisé par 4 oxygènes et des groupements 

acétates qui jouent le rôle de donneurs d’électrons forts, ce qui n’est pas pertinent pour 

la chélation du Zr(IV). Néanmoins, Pandya et al. ont montré que les 

tétraazamacrocycles tels que DOTA, et ses dérivés (DOTAM, DOTP) sont capables 

de former des complexes très stables avec le 89Zr.107  Les premières tentatives avec 

le 89Zr sous forme oxalate ont échoué, mais l’utilisation de la forme chlorure ou 

acétylacétonate du 89Zr a été un succès. Cependant, l’utilisation de ces chélatants 

nécessite de travailler avec une température élevée (90°C) pour la radiomarquage, ce 

qui rend impossible leur application à un Ac. Dans un article récent, le même groupe 

a évalué les petits chélatants macrocycliques, tels que NOTA, TRITA et PCTA pour 

A B 
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surmonter l'obstacle de la température élevée. En effet, la NOTA et la PCTA pouvaient 

être radiomarquées dans des conditions douces (37°C), et les chélatants 

radiomarqués au chlorure de zirconium présentaient de bonnes caractéristiques in 

vitro et in vivo.108  

• Chélatants hydroxamates : la desferrioxamine et ses dérivés 
 

 
La Desferrioxamine (DFO ou Df) est un chélateur utilisé en clinique pour la 

complexation du 89Zr. Généralement, la préparation de conjugués 89Zr-Ac implique une 

synthèse en plusieurs étapes, dans laquelle un dérivé succinylé de la desferrioxamine 

B (N-sucDf) a été utilisé pour conjuguer les Ac. Cette méthode a donné de bons 

résultats : une conjugaison optimisée avec une pureté radiochimique élevée, une 

conservation de l’immunoréactivité et de la stabilité de l’anticorps. 109  

Le développement d'un nouveau dérivé p-isothiocyanatobenzyle de la desferrioxamine 

B (connue sous le nom de p -SCN-Bn-desferrioxamine, Df-Bz-NCS) a permis une 

préparation plus simple et rapide de conjugaison des Ac. Ce processus implique le 

premier couplage de Df–Bz–NCS aux groupes lysine-NH2 d'un Ac dans des conditions 

alcalines (pH 8,9–9,1) suivi d'un radiomarquage avec 89 Zr sous forme oxalate. (Figure 

34) 

 
Figure 34 : Fonctionnalisation avec NCS-Bz-Df et radiomarquage au 89Zr d'un Ac monoclonal110 
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Le chélateur hydroxamate desferrioxamine (DFO) est hexadenté, et il présente des 

propriétés chélatrices pour le zirconium supérieures à celles des chélatans non 

hydroxamates, tel que le DTPA.  L'explication la plus probable se trouve dans le 

concept de Pearson (HSAB). La DTPA coordonne via trois atomes d'azote et cinq 

atomes d'oxygène, tandis que le DFO offre six donneurs d'oxygène, 3 anioniques et 3 

neutres.  

A partir de ce ligand, un second dérivé a été synthétisé, le DFO* qui se distingue par 

l’incorporation d’une fonction hydroxylamine par réaction de couplage entre le sel de 

Desferrioxamine et une fonction carboxylate111 (Figure 35). Le DFO* a été étudié avec 

le trastuzumab radiomarqué au 89Zr afin d’être testé in vivo : la biodistribution montre 

une fixation au niveau osseux moins intense qu’avec le DFO-Trastuzumab à 144h 

post-injection112. Il est à noter que le trastuzumab-DFO*-89Zr est étudié en essai 

clinique. D’autres dérivés du DFO ont été développé tel que le DFO-Cyclo*.113 

 

 

 
Figure 35 : Structure du ligand desferrioxamine et ses dérivés95 
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2. Le Cuivre 64 
 
 

a. Physique  

 

Il existe 29 isotopes du cuivre dont le 64Cu qui nous intéresse. Ce dernier est 

caractérisé par 29 protons et 35 neutrons, et sa période physique est de 12,7h.  

Sa désintégration est complexe, le 64Cu est émetteur de plusieurs particules et de 

photons X et gamma : environ 20% d’émission β+ qui donne du nickel 64, environ 40% 

d’émission β-, et 40% de capture électronique. L’émission gamma est dite « propre », 

c’est-à-dire que suite à l’émission β + les rayonnements gamma de 511keV sont émis, 

et l’émission gamma de haute énergie (1346keV) provenant de la capture électronique 

est peu présente (0,47%). Ces caractéristiques sont ainsi adaptées pour une utilisation 

clinique en TEP, mais également pour une utilisation théranostique. (Figure 36) 

 
Figure 36 : Schéma de désintégration du 64Cu 

 

La production du cuivre 64 s’effectue soit en réacteur par irradiation du cuivre 63 par 

des neutrons (63Cu(n,γ)64Cu), soit par accélérateur à partir de la réaction 
68Zn(p,2n)67Ga. En revanche, cette dernière méthode de production est peu favorable 

pour une production du cuivre 64 car le gallium 67 est le produit majoritaire de la 

réaction, et est caractérisé par une longue période (72h). Une seconde méthode par 

accélérateur se base sur l’utilisation des deutons sur une cible de nickel 64.  

Imagerie TEP 
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Suite à la production de cuivre, il peut y avoir la présence de contaminants dans la 

solution. Ceci peut diminuer l’activité spécifique ou l’activité molaire de cuivre, ainsi 

que la pureté radionucléidique. Les contaminants métalliques les plus retrouvés sont 

le Zn2+, le Ni2+ (suite à la désintégration du 64Cu), le Co2+ (secondaire à l’irradiation de 

la cible), ainsi que le Fe3+ (provenant de l’environnement). La présence de ces métaux 

peut entraîner des interférences dans la réaction de complexation avec le ligand 

présent sur le vecteur. 

 

b. Chimie 

 

Le cuivre est un élément chimique de numéro atomique 29 qui fait partie de la famille 

des métaux de transition. Il peut se retrouver en solution sous 3 degrés d’oxydation 

(+I, +II et +III), et il est le plus souvent retrouvé sous forme +I et +II. 

Ces différents degrés peuvent modifier la cinétique et la stabilité des complexes cuivre. 
114 Plus précisément, le Cu(I) peut former des complexes relativement instables à 

cause de son orbitale 3d saturée. Le Cu(I) forme des complexes avec des composés 

peu polarisables (cyanures, thiolates ou nitriles) et peu solubles dans l’eau. En solution 

aqueuse, le degré d’oxydation +II est le plus retrouvé, et il forme, avec des amines, 

imines, ou pyridines, des complexes stables.  

Il est important de noter que le potentiel d’oxydoréduction du couple Cu(II)/Cu(I) est 

assez bas (0,153V/ESH), ainsi ce couple est facilement réduit ou oxydé 

physiologiquement. 

115 

c. Métabolisme du Cuivre  

 

Le cuivre est absorbé au niveau digestif, essentiellement au niveau du duodénum, à 

partir de l’alimentation. Ce cuivre Cu(II) exogène doit être réduit en Cu(I) par des 

réductases présentes au niveau de la membrane cellulaire. Suite à cette réduction, le 

cuivre passe en intracellulaire par des protéines de transport Ctr1 (copper transporter 

1), dont l’expression est régulée par le taux de cuivre intracellulaire. Une protéine 

chaperonne Atox1 capte le cuivre afin de l’amener à une enzyme ATPase (ATP7A) qui 

permet la libération de cuivre au niveau de la circulation générale. La distribution 

sanguine est réalisée par l’albumine et les α2-macroglobuline comme la transcupréine 

ou la céruléoplasmine.  
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A partir de la circulation sanguine, le cuivre est pris en charge par des protéines 

présentes dans les hépatocytes, dont l’Atox1 qui permet de lier le cuivre en excès afin 

de l’excréter au niveau biliaire. Le cuivre intervient dans le bon fonctionnement de 

multiples enzymes et protéines, telles que l’enzyme SOD (super oxyde dismutase) qui 

a un rôle antioxydant, ou la protéine CCO (cytochrome oxydase) qui joue un rôle dans 

la synthèse de l’ATP ou des ATPases. Suite à la métabolisation hépatique, le cuivre 

est pris en charge par la céruléoplasmine qui est une α2-glycoprotéine qui peut 

complexer 6 atomes de cuivre, elle est alors appelée holocéruléoplasmine et rejoint la 

circulation sanguine afin de jouer le rôle de cofacteur pour la transferrine.  

 

d. Chélation du Cuivre 64  

 

• Ligands acycliques 
 

Les premiers systèmes de ligands utilisés étaient des ligands polyamines carboxylates 

acycliques, tels que l'EDTA, le DTPA et leurs dérivés (Figure 37). Malgré une bonne 

stabilité thermodynamique, les études de stabilité dans le sérum utilisant les ligands 

marqués au 67Cu ont révélé que les complexes n'étaient pas stables dans le sérum 

humain. En effet, cela pourrait être le résultat de la réduction du Cu(II) en Cu(I) ou de 

réactions de transchélation. 116 

 

Figure 37 : Structure des ligands EDTA (A) et DTPA (B) 

 
Parmi les autres ligands acycliques qui ont connu un succès modéré en tant que 

chélateurs du 64Cu, on retrouve les ligands thiosemicarbazones, et notamment 

l’ATSM117  qui est généralement utilisé pour étudier l’hypoxie cellulaire.118 

 

 

 

A B 
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• Ligands azamacrocycliques 
 

Pour améliorer la stabilité in vivo des complexes de 64Cu, les chercheurs se sont 

tournés vers des ligands tétraazamacrocycliques. Le Cu2+ étant un acide de Lewis 

avec une préférence pour les donneurs forts, les ligands polyazamacrocyclique ont 

dominé sa complexation jusqu'à présent. Au sein de cette famille, ils existent des 

chélatants tétraazamacrocyliques, tels que les cyclam et les cyclen. Les principaux 

ligands retrouvés sont l'acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-acide 

tétraacétique (DOTA), l'acide 1,4,8,11-tétraazacyclotéédécane-1,4,8,11-tétraacétique 

(TETA) et leurs dérivés (Figure 38).  

 

 
Figure 38 : Structure du DOTA (A) et TETA (B)119 

 

Cette stabilité améliorée est très certainement due à une géométrie plus adaptée avec 

le ligand macrocyclique qui améliore l'inertie cinétique et la stabilité thermodynamique 

des complexes de 64Cu. Toutefois, in vivo il a été observé un phénomène de relargage 

du radiométal qui s’accumule dans le foie et les reins des modèles murins. 119 Le DOTA 

est le chélatant le plus retrouvé dans la littérature pour le radiomarquage d’Ac au 64Cu. 

Le DOTA est fonctionnalisé pour donner le plus souvent le p-SCN-Bn-DOTA 

(isothiocyanate activated form) et le NHS-DOTA (activated mono-ester form). 

Cependant, le DOTA présente une sélectivité relativement faible pour le cuivre, 

pouvant entraîner des phénomènes de transmétallation. Le ligand TETA et ses dérivés 

permettent d’améliorer la stabilité in vivo, mais restent sensibles à des mécanismes 

de transchélation, plus particulièrement au niveau hépatique.120 Pour finir, le NOTA 

(Figure 39) a démontré une complexation rapide du cuivre et dans plusieurs études 

une stabilité in vivo augmentée.121 
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Figure 39 : Structure du NOTA 

 
•  Ligands type sarcophagine 

 
Une autre classe de ligands qui a attiré l'attention en tant que chélateurs potentiels du 
64Cu sont les ligands de type hexaazamacrobicyclique ou sarcophagine. (Figure 40) 

Ces chélatants, dérivés du TETA, ont démontré une grande stabilité thermodynamique 

et possèdent une bonne sélectivité pour le cuivre. Néanmoins, la cinétique de 

complexation est plus lente à température ambiante. 

 
Figure 40 : Structure sarcophagine 

 
Des expériences de stabilité dans du sérum d’un complexe sarcophagine-67Cu, 

réalisées avec du sérum humain, ont montré une très bonne stabilité, en effet, 98 % 

de la radioactivité demeurait complexée après 7 jours. Toutefois, en raison d’une 

synthèse difficile, leur étude est restée limitée.  

 

• Ligands pontés du cyclam et du cyclen 
 

Plus récemment, les ligands cyclam et cyclen, ainsi que leurs dérivés ont attiré 

l'attention pour complexer le cuivre. Ils sont composés d’un pont éthyle qui permet de 

relier les fonctions amines N1 et N4, c’est pourquoi ils sont également nommés 

« cross-bridged ». (Figure 41) 
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Figure 41 : Structure des ligands CB-DO2A (A) et CB-TE2A (B) 

 

Ces chélatants macrobicycliques ont été synthétisés pour chélater des cations 

métalliques comme Li+, Cu2+ et Zn2+. Parmi ces les ligands pontés, il a été développé 

des dérivés du DOTA et du TETA, qui sont respectivement le B-DO2A et le CB-TE2A 

(Figure 40). Des études ont montré que la stabilité thermodynamique et leur inertie 

cinétique in vitro sont supérieures à celles de leurs parents non pontés.122 De plus, 

avec le Cu-CB-TE2A, il a été montré une excellente résistance à la réduction du cuivre 

de sa forme Cu(II) à la forme Cu(I).123 Cependant, en raison de conditions de 

fonctionnalisation sévère, dont le chauffage à 95°C, l’utilisation du CB-TE2A pour le 

marquage d’Ac est limitée.122 Il est à noter qu’un dérivé plus récent, le CB-TE1A1P 

[(1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane-1-(acideméthanephosphonique)-8 

(acideméthanecarboxylique) (Figure 42) peut chélater le 64Cu à température ambiante.  

 
Figure 42 : Structure du CB-TE1A1P 

 
 

 
 

En conclusion, depuis plusieurs années l’immunoTEP est un outil en développement 

constant. Face à l’arrivée de multiples immunothérapies, il offre des perspectives de 

personnalisation pour la prise en charge des patients.  

La conception de traceur immunoTEP repose sur le choix du vecteur, qui doit être 

adapté à la pathologie étudiée, et sur le choix du radionucléide, qui doit présenter une 

période adaptée à la biodistribution de l’Ac, et des modalités d’émission compatibles 

A B 
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avec l’imagerie. Afin de répondre à ces deux impératifs, l’utilisation d’un chélatant peut 

se révéler nécessaire. Or, choisir le chélatant idéal et respecter les particularités 

chimiques des vecteurs et des radioéléments peut se révéler complexe. Le 

radiomarquage d’Ac nécessitent de réaliser des mises au point.  

Dans la partie expérimentale de cette thèse, nous allons présenter notre travail de 

mise au point du radiomarquage du tocilizumab et de l’atézolizumab au 89Zr et 64Cu.  
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Chapitre 4 : Mise au point du radiomarquage au Zirconium 89 et au 
Cuivre 64 d’anticorps monoclonaux : le tocilizumab et 
l’atézolizumab 

 
I.  Introduction 

 

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à deux AcM, tous deux de type IgG1 : 

le tocilizumab et l’atézolizumab. Comme présenté dans le Chapitre 2 de cette thèse, 

ces AcM sont utilisés en thérapie dans des pathologies auto-immunes et oncologiques. 

Le tocilizumab, anti-IL-6R cible les mécanismes inflammatoires de l’organisme et 

l’atézolizumab, anti-PD-L1, est un inhibiteur de checkpoint immunitaire.  

Ces traitements, bien qu’efficaces, ne permettent pas d’obtenir une réponse clinique 

chez tous les patients. C’est pourquoi ils apparaissent comme de parfaits candidats 

pour tester leur potentiel immunoTEP afin de développer de nouveaux outils 

diagnostiques et théranostiques. L’objectif de notre travail était donc de mettre au point 

le tocilizumab et l’atézolizumab radiomarqués en vue de disposer d’outils utilisables 

en immunoTEP.  

 

La première étape de ce travail a été l’optimisation des conditions de radiomarquage. 

Pour cela nous avons choisi de réaliser le radiomarquage au 89Zr et au 64Cu car ces 

deux radioéléments sont complémentaires. En effet, de par sa période longue (78,4h), 

le 89Zr permet de réaliser une étude in vivo sur une plus longue durée, ce qui est 

intéressant pour l’étude pharmacocinétique chez l’animal. Le 64Cu, quant à lui, grâce 

à sa période de 12,7h, permet de développer un radiotraceur plus raisonnable sur le 

plan dosimétrique pour un éventuel passage à l’homme. De plus, il permet une gestion 

plus simple au niveau de l’animalerie et des déchets.   

Dans un second temps, nous avons évalué la stabilité in vitro des AcM radiomarqués 

par les 2 radioéléments ainsi que leur immunoréactivité et leur affinité afin de s’assurer 

que le radiomarquage n’altère pas la capacité de liaison des Ac à leur cible.  

Nous avons ensuite voulu, dans le cadre de la preuve de concept, étudier la fixation 

du tocilizumab radiomarqué dans un modèle murin de polyarthrite rhumatoïde en vue 

d’évaluer son intérêt en immunoTEP.  
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II.  Matériel et méthodes 
 

1. Matériel 
 

a.  Ac étudiés 

Dans ce travail, 4 Ac ont été utilisés :  

- L’atézolizumab (Tecentriq®, Roche) : AcM anti-PD-L1 (Ac anti-PD-L1), de type IgG1. 

- Le tocilizumab (Roamctemra®, Roche) : AcM anti-récepteur à l’IL6 humanisé (Ac anti 

IL6hR), de type IgG1.  

- L’Ac anti-récepteur murin à l’IL6 (sc-374259, Santa Cruz) : AcM murin de type IgG1 

(Ac anti-IL6mR). 

- Le palivizumab (Synagis®, AstraZeneca) : AcM humanisé recombinant de type IgG1, 

dirigé contre un épitope du site antigénique A de la protéine de fusion du virus 

respiratoire syncytial (VRS). Il a joué le rôle d’Ac contrôle (Ac irrelevant).  

 

b. Radioéléments  

Le cuivre 64 a été commandé auprès d’ARRONAX GIP dans le cadre du Labex Iron 

avec le CHU de Toulouse. Le radionucléide était conditionné dans du HCl 0,1M et 

calibré à 3700MBq dans 1,3mL à 9h le jour de la livraison.  

Le zirconium 89 a été fourni par PerkinElmer, sous forme d’oxalate de zirconium 1M. 

L’activité commandée était de 37 à 111 MBq dans 0,1mL, calibrée à 18h au jour de 

livraison.   

 

c. Réactifs 

Les chélatants utilisés provenaient tous de Macrocyclis : DFO-SCN (B-705), DOTA-

NHS (B-280), DOTA-SCN (B-205), NOTA-SCN (B-605). 

Pour la mise au point du radiomarquage au 89Zr, deux types de réactifs ont été testés : 

réactifs metal free (TraceSELECT®, Fisher), c’est-à-dire, sans présence de métaux 

contaminants, et non metal free.  

Pour la mise au point du radiomarquage au 64Cu, tous les réactifs utilisés sont metal 

free (TraceSELECT®, Fisher). Les réactifs metal free seront indiqués par « Mf » dans 

la partie méthode. 

La concentration de protéine a été évaluée par spectrophotométrie à l’aide d’un kit 

commercial BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher). 
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Pour l’analyse FACS, deux anticorps ont été utilisés : l’Ac anti-PD-L1 et l’Ac anti-IL-6R 

(ThermoScientific). Ces Ac ont été respectivement conjugués aux fluorochromes PE 

et PenCPe710 (ThermoScientific). Le marqueur de viabilité LIVE/DEAD® 

(ThermoScientific) a également été utilisé afin de différencier les cellules vivantes des 

cellules mortes.  

Des Ag PD-L1 (PEP0463, Invitrogen) ont été utilisés afin de réaliser des tests de 

binding sur plaque.  

 

d. Équipements  

Le système de chromatographie (Agilent, Lablogic) liquide à haute performance à 

exclusion de taille (SE-HPLC) utilisé comprenait une pré-colonne Agilent AdvanceBio 

SEC 300 Å connectée en série avec une colonne d'exclusion de taille Agilent 

AdvanceBio SEC 300 Å,2,7 µm. Le détecteur de radioactivité associé était une sonde 

d’iodure de sodium (Lablogic). 

Un radiochrommatographe Scan-RAM (Lablogic) a été utilisé pour la chromatographie 

en couche mince. Les comptages d’échantillons ont été réalisés avec un compteur 

gamma Wizard (PerkinElmer). Pour l’analyse FACS, un cytomètre en flux a été utilisé 

(BD LSRFortessa X-20). 

Les expériences in vivo ont été réalisées à l’aide d’une caméra microTEP NanoScan 

PET/CT (Mediso) au Centre régional d'exploration fonctionnelle et de ressources 

expérimentales (CREFRE).  

 

e. Cellules  

Pour les études de binding, 2 types de cellules ont été testés : une lignée cellulaire 

U266 et une lignée cellulaire MDA, elles ont été sélectionnées pour leur expression 

antigénique. Les lignées cellulaires ont été gracieusement fournies par l’équipe Inserm 

UMR1037 du Centre de Recherches en Cancérologie de Toulouse. 

 

• Culture de la lignée U266 

Le milieu de culture approprié a été préalablement préparé dans des conditions stériles 

: RPMI 1640 + Sodium pyruvate 1% + Glutamine 1% + SVF décomplémenté 15%. Les 

cellules ont été maintenues entre 105 et 106 cellules/mL à 37°C dans une atmosphère 

à 5% de CO2. 
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• Culture de la lignée MDA-MB231 

Le milieu de culture approprié a été préalablement préparé dans des conditions stériles 

: Leibowitz + SVF décomplémenté 10% + Penicilline/Streptavidine 1%. Les cellules 

ont été maintenues entre 2.104 et 6.104 cellules/cm2 à 37°C dans une atmosphère à 

5% de CO2. 

 
2. Méthodes :  

 

a.  Mise au point du dosage des Ac par HPLC et spectrophotométrie BCA 
 
Une technique de dosage d’Ac par HPLC a été développée à l’aide d’une phase mobile 

de PBS/NaCl 150mM, en mode isocratique avec un débit de 0,7 mL/min. L’élution a 

été suivie par spectrophotomètre UV à plusieurs longueurs d’onde différentes (210, 

230 et 250 nm), et par détecteur de radioactivité. 

Les gammes étalons ont été mises au point avec des concentrations variant de 0,03 

mg/mL à 2,0 mg/mL. La mesure de chaque point de la gamme a été réalisé 3 fois. 

(Figure 43) 

 

 
 

Figure 43 : courbe de calibration du pavilizumab commercial : absorbance en fonction de la 
concentration en Ac (mg/mL), UV à 230nm

 

Concentration 
(mg/mL) 
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La concentration en protéines a également été déterminée par analyse 

spectrophotométrique (562nm) en utilisant le kit commercial BCA Protein Assay Kit. 

Ce kit est basé sur une réaction colorimétrique des protéines avec l'acide 

bicinchoninique (BCA) permettant la quantification des protéines totales à partir d’une 

gamme réalisée à l’aide d'une solution standard d’albumine. (Figure 44) 

 
Figure 44 : Gamme étalon réalisée par le kit BCA pour la mise au point du dosage des Ac à 562nm 

 
b. Fonctionnalisation des Ac  

 
• Pour le 89Zr 

 
La fonctionnalisation des Ac a été effectuée sur la base de 2 protocoles de la 

littérature : l’étude de Vosjan et al. de 2010, et le travail de Sharma et al. de 2021. 

Plusieurs conditions de fonctionnalisation ont été testées en modifiant le milieu 

réactionnel, la quantité d’Ac et de DFO.  

 

 i. Transfert de l’Ac vers le tampon de marquage :  
Pour les solutions d’Ac humains, trois lavages successifs avec 4ml de milieu par 

ultracentrifugation avec Amicon Ultra 4 (Merck) (4000g, 20min, 15°C) ont été réalisés. 

Un volume final d’environ 150 µL a été obtenu et complété avec 200µl de rinçage du 

filtre avec le milieu (volume final : 350µl). L’Ac murin a été transféré par 
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ultracentrifugation (7325g, 10 min, 15°C) à l'aide Amicon Ultra 0,5 afin de limiter de la 

perte d’Ac. 

 

Deux conditions ont été testées : 

§ La première condition était composée du milieu inspiré de Vosjan et al (milieu 

n°1) : Na2CO3 0,1M (pH 8,9-9,1). Les tampons et solvants ont été préparés avec 

de l’eau ultra pure (18,5m𝛀.).  

§ La seconde condition testée correspondait au milieu du protocole de Sharma 

et al (milieu n°2), c’est-à-dire du PBS Mf (pH ajusté à 8,9-9,1 avec du Na2CO3 

Mf 2M).  

La concentration en protéines de la solution obtenue après transfert a été déterminée 

par la méthode BCA.  

 

 ii. Chélation : 
L’Ac a été incubé avec le DFO (ratio molaires de 1:3 ou 1:10) dans 1mL de milieu 

réactionnel pendant 30 min à 37°C sous agitation douce (550 rpm), le DFO étant 

préalablement dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) pour obtenir une 

concentration de 2mM. Le milieu d’incubation était différent en fonction de la condition 

testée. Pour la condition n°1, l’Ac était incubé avec le DFO dans du Na2CO3 0,1M (pH 

8,9-9,1). Pour la condition n°2, la chélation a eu lieu dans du PBS Mf (pH 8,9-9,1). 

 

 iii. Purification :  
Suite à la chélation, 3 lavages successifs avec 0,5mL de milieu de l’Ac par 

centrifugation (7325G, 10min) sur Amicon Ultra 0,5 ont été réalisés. 

La purification de l’Ac chélaté selon la condition n°1 a été réalisée à l’aide d’une 

solution d’acétate de sodium 0,25M (pH 5,4-5,6) et d’acide gentisique 5mg/mL. 

La condition n°2 a demandé du PBS Mf. Les Ac fonctionnalisés (DFO-Ac) ont été 

caractérisés par HPLC et conservés à 4°C pour une utilisation ultérieure. 

 

• Pour le 64Cu 

 
i. Transfert de l’Ac vers le tampon de marquage : 

Le même principe que développé précédemment a été utilisé. Trois lavages successifs 

ont été réalisés : pour le premier lavage, le milieu utilisé était du carbonate de sodium-
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EDTA (pH 8,5-9), afin de complexer les éventuels métaux présents dans la solution 

d’Ac. Les deux lavages suivants ont été réalisés avec du Na2CO3 0,5M (pH 8,9-9,1).  

La concentration en protéines de la solution obtenue a été déterminée par BCA. 

 

ii. Chélation :  
L’Ac a été incubé avec différents chélatants (ratio molaires de 1:10/1:20/1:40) : DOTA-

SCN, DOTA-NHS, NOTA-SCN pendant 6 heures à 40°C ou à température ambiante 

toute la nuit, les chélatants étant préalablement dissous dans du Na2CO3 0,5M à une 

concentration finale 10mM.  

 

 iii. Purification :  
Afin de purifier les Ac chélatés, 3 lavages successifs avec 0,5mL d’acétate 

d’ammonium 150mM (pH 6) par centrifugation (7325G, 10min) sur Amicon Ultra 0,5.  

 
c.  Radiomarquage de l’Ac 
 
 

•  Radiomarquage au 89Zr 

 
Différentes conditions ont été testées en modifiant la quantité d’Ac (x mg) et l’activité 

de radiomarquage (a). Les Ac fonctionnalisés ont été radiomarqués en ajoutant 

successivement les réactifs suivants :  

- Un volume (VA) contenant l’activité souhaitée (a) de 89Zr (maximum 100µL)  

- Un volume de 100µL- VA d’acide oxalique 1M 

- Un volume de 45µL de Na2CO3 2M 

Le mélange obtenu a été agité puis incubé pendant 3min à température ambiante. 

Puis il a été ajouté :  

- Un volume de 0,15mL d’HEPES, 

- x mg d’Ac  

- Un volume de 0,35mL d’HEPES. 

Le produit final a été agité par vortex puis incubé pendant 1h à 3h à température 

ambiante. 
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La pureté radiochimique (PRC) a été déterminée par CCM avec une phase mobile de 

: citrate de sodium 0,1 M pH-5,5 et un support ITLC-SG à différents temps d’incubation. 

L’Ac radiomarqué reste au point de dépôt (rapport frontal (Rf) = 0) alors que le 89Zr 

libre migre avec le front de solvant (Rf = 1). Si la PRC était inférieur à 90%, l’Ac 

radiomarqué était purifié par ultracentrifugation dans Amicon Ultra 0,5 (7325g, 10 min, 

15°C). 

 

• Radiomarquage au 64Cu 
 

Différentes conditions ont été testées en modifiant l’activité de radiomarquage (a). Les 

Ac fonctionnalisés ont été radiomarqués selon le protocole suivant :  

Dans des tubes (sans présence de métaux (Nalgène, ThermoScientific)) le volume 

souhaitée de CuCl2 (25 ou 50MBq) a été tamponnée à pH=6 avec de l’acétate 

d’ammonium 2,5M. Il a ensuite été ajouté 250ug d’Ac puis le mélange a été vortexé et 

incubé 30 minutes à 40°C. 

La PRC a été mesurée par CCM avec une phase mobile de citrate de sodium 0,1 M 

pH-4,5 et un support ITLC-SG à différents temps d’incubation. L’Ac radiomarqué reste 

au point de dépôt (apport frontal (Rf) = 0) alors que le 64Cu libre migre avec le front de 

solvant (Rf = 1).  

 

c.  Études in vitro 

 

i. Étude de stabilité 
La stabilité in vitro des Ac radiomarqués a été évaluée à différents temps après 

conservation à température ambiante dans le milieu réactionnel d’origine de l’Ac, dans 

du sérum humain et dans du NaCl 0,9% (dilution au 1/10ème). La PRC a été mesurée 

par CCM toutes les 24h jusqu’à J5 pour le 89Zr et jusqu’à J2 pour le 64Cu (PRC toutes 

les heures pendant 3h puis toutes les 24h). Chaque expérience a été réalisée trois 

fois.  
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ii.  Étude d’affinité  
 

• FACS  

L’expression antigénique de PD-L1 et de l’IL-6R sur les cellules MDA-MB231 et les 

cellules U266 ont été analysées par FACS dans différentes conditions : sur cellules 

seules (contrôles) et sur cellules pré-incubées avec de l’interféron gamma (IFN) 

(10ng/mL) ou du TNF (10ng/mL).   

Pour l’Ag PD-L1, il a été utilisé un Ac anti-PD-L1 couplé au fluorochrome PE (dilué à 

1/50° dans le tampon FACS). Pour l’IL-6R, l’Ac anti-IL-6R a été conjugué avec 

PenCPe710 (dilué à 1/50° dans le tampon FACS). Le marqueur de viabilité 

LIVE/DEAD® (ThermoScientific) a été utilisé pour différencier les cellules vivantes et 

les cellules mortes (dilué à 1/100° dans le tampon FACS). Pour les cellules U266, 

chaque puit contenait environ 5.105 cellules/mL, pour les cellules MDA-MB231 la 

concentration était de 7.104 cellules/mL.  

De plus, nous avons réalisé 6 puits contrôles : cellules seules, LIVE seul, PDL1-PE, 

IL6R-PenCPe710, contrôle PD-L1-FMO (pour Fluorescence Minus One : contrôle 

contenant tous les fluorochromes conjugués sauf PD-L1-PE), et contrôle IL-6R-FMO.  

 

• Détermination du kD 

 

Le kD, ou constante de dissociation, représente l’affinité, et plus précisément dans 

notre cas, l’immunoaffinité, de l’Ac pour sa cible. La détermination du kD a été réalisée 

par comptage de radioactivité en utilisant deux méthodes :  une utilisant des 

« cellules » exprimant l’Ag et une utilisant des Ag fixés dans des micropuits. 

 

Méthode sur cellules : 

L’étude de binding a été réalisée d’après la méthode de RadioImmunoAssay (RIA) de 

Lindmo et al. de 1984 et 1986.  

Pour déterminer le kD, des quantités croissantes d’Ac radiomarqués ont été incubées 

avec une quantité fixe de cellules. Différentes quantités de cellules ont été testées : 1 

million ou 2 millions de cellules, contenues dans un volume de 250 µL de PBA-BSA 

3% par puit.  

Afin de déterminer la liaison spécifique, l’expérience a été réalisée en présence ou non 

d’un large excès d’Ac froid.  
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o Cellules pré-incubées en PBS-BSA 3% : mesure de la liaison totale 

o Cellules pré-incubées pendant 1h avec de l’Ac froid afin de saturer les sites 

spécifiques (en excès de 100 fois la concentration d’Ac radiomarqué) : mesure 

de la liaison non spécifique.  

 

Les solutions d’Ac radiomarqués ont été diluées en série dans du PBS-BSA 3% (3,125 

à 25µg/ml).  

Les cellules ont été incubées avec l’Ac radiomarqué (125 µL) pendant 3h à 

température ambiante.  

Après centrifugation (160G,10min), le culot cellulaire a été séparé du surnagent. La 

radioactivité du culot cellulaire et du surnagent ont été mesurées à l’aide du compteur 

gamma. La liaison spécifique a été déduite par soustraction de la liaison non spécifique 

à la liaison totale. 

 

Méthode sur Ag fixés : 

Pour l’atézolizumab, l’étude de binding a également été testé sur Ag PD-L1, 

préalablement coatés sur plaque, en suivant la méthode précédente. Succinctement, 

une quantité d’Ag de 10µmol/puit a été fixée dans des micro-puits. Pour déterminer la 

liaison non spécifique, une partie des puits a été pré-incubée par de l’Ac froid pendant 

1h. Les solutions d’atézolizumab radiomarqués ont été diluées en série dans du PBS-

BSA 3% à différentes concentrations allant de 3,125 à 10 µg/ml, puis déposées dans 

les différents puits. La liaison spécifique a été déduite par soustraction de la liaison 

non spécifique à la liaison totale. 

 

• Détermination de la fraction immuno-réactive IRF 

 

L’IRF représente la fraction de l’Ac radiomarqué capable de se lier à l’Ag. Elle est 

déterminée en incubant des quantités croissantes d’antigènes avec une quantité fixe 

d’Ac.  

Les cellules ont été diluées en série dans du PBS-BSA 3% en commençant à 2 millions 

de cellules à 62 500 cellules dans un volume de 250 µL de PBA-BSA. Deux conditions 

ont été mises en place : 

o Cellules en PBS-BSA 3% : mesure de la liaison totale 

o Cellules pré-incubées pendant 1h avec de l’Ac froid  



 97 

La concentration d’Ac radiomarqués était de 25µg/ml dans du PBS-BSA 3%. Comme 

pour l’étude de binding, après incubation (3h, température ambiante) et centrifugation, 

les activités des culots cellulaires et des surnageants ont été mesurées. 
 
d. Étude in vivo  
 
Pour les tests in vivo, nous avons travaillé sur l’Ac anti-récepteur murin à l’IL6 de type 

IgG1 (Ac anti-IL-6mR) car le tocilizumab a montré dans plusieurs études une affinité 

diminuée pour l’IL-6R murin124. Il a également été injecté un anticorps contrôle, dit 

irrelevant, le pavilizumab.  

 

• Modèle murin d’étude 
 

Le modèle préclinique a été réalisé en collaboration avec la société IMAVITA. Il s’agit 

d’un modèle murin de PR induit par collagène de type 2, sur des souris DBA/1.125  

Toutes les expériences in vivo ont été réalisées conformément à la législation sur 

l'éthique animale, et tous les efforts ont été faits pour minimiser la souffrance des 

animaux. Le protocole a été déclaré sur la plateforme APAFIS. 

Trois groupes ont été mis en place : 1 groupe sain contrôle (n=4), 1 groupe SHAM 

(n=2), et 1 groupe malade (n=6). 

 

Le principe de l’immunisation se déroule en deux étapes : 

- L’immunisation à J0 :  

Une émulsion contenant 1,5mL de collagène de type 2 de poulet (préalablement 

dissous dans de l’acide acétique 0,05M, à une concentration de 8mg/mL), et 1,5mL 

d’adjuvant complet de Freund (CFA), a été réalisée. Le groupe malade s’est vu injecter 

50 µL de l’émulsion à 1,5 cm de la base de la queue en intradermique, après une 

anesthésie préalable par isoflurane. Les souris SHAM ont reçu dans les mêmes 

conditions 50µL d’acide acétique et de CFA. 

- Le « boost » à J20 :  

Comme précédemment, une émulsion a été préparée avec du collagène de type 2 et 

de l’adjuvant incomplet de Freund (IFA) (ratio 1:1). Les souris malades se sont vues 

injecter 50 µL de cette préparation, et les souris SHAM ont eu 50 µL d’acide acétique 

et d’IFA. 
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Chaque animal a été évalué quotidiennement d’après une grille de score 

physiologique, clinique et comportemental afin d’intervenir au plus tôt dans la prise de 

décision de poursuite du protocole. Le suivi de l’inflammation chez les souris a été 

observé quotidiennement afin d’observer les lésions et de réaliser une notation des 

scores arthritiques. Lorsque les animaux commençaient à avoir des atteintes cliniques, 

nourriture et boisson ont été apportées sous forme de gels placés dans la cage, afin 

de limiter les déplacements.  

 

ii. Imagerie TEP 
 

• Imagerie au 18F-FDG du modèle murin de PR 

 

Afin d’étudier l’inflammation liée aux lésions d’arthrites, une imagerie par 18F-FDG a 

été réalisée sur les souris malades et les souris SHAM. Après une période de jeûne 

de 4h, une injection de 7,2 à 8,6 MBq de 18F-FDG par animal a été effectuée en 

intraveineux dans la veine caudale. Les souris ont ensuite été anesthésiées à 

l'isoflurane puis placées dans la cellule de confinement chauffée à 36°C pour une 

acquisition TEP de 15 minutes, 1h post-injection du 18F-FDG, suivie ou précédée d'une 

acquisition scanner CT de 6 minutes. Les images ont été analysées avec le logiciel 

Sisyphe, en mesurant les volumes d’intérêt, « Volume of Interest » (VOI), des quatre 

pattes et en les normalisant par le VOI du cœur, afin de pouvoir comparer les souris 

entre elles.  

 

• Évaluation de la biodistribution par imagerie TEP  

 

Trois groupes d’animaux ont été comparés : 1 groupe de souris PR (n=6), 1 groupe de 

souris SHAM (n=4), et 1 groupe de souris saines (n=2) (Figure 36). Le groupe de souris 

PR et le groupe de souris SHAM a reçu soit de l’Ac anti-IL6mR (respectivement, n=3 

et n=2), soit de l’Ac irrelevant (respectivement n=3 et n=2), et les souris saines de l’Ac 

irrelevant. (Figure 45) 
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Figure 45 : Répartition des modèles murins (CIA), contrôles (SHAM), et témoins sains en fonction des 
Ac radiomarqués (pavilizumab, Ac anti-IL-6mR) injectés 

 
Les souris ont reçu 0,3 à 0,4MBq d’Ac radiomarqué dilué dans 100 µL de solution 

saline stérile à 0,9 % par injection intraveineuse dans la veine caudale. L’acquisition 

des images a été réalisée 4h post-injection (J0) puis à J1, J3 et J5. Les données ont 

été acquises pendant 30 à 40 minutes. 

 

e. Statistiques  

Les tests statistiques ont été réalisés avec des tests non paramétriques après avoir 

vérifié l’absence de normalité par Kolmorov-Smirnov : test de Mann Whitney pour la 

comparaison de deux échantillons indépendants, et test de Wilcoxon pour la 

comparaison de deux échantillons appariés.  Les graphiques et calculs ont été 

effectués sur Excel et GraphPad. 
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III. Résultats 
 
La mise au point des radiomarquages au 89Zr et au 64Cu a été réalisée sur un seul Ac, 

qui sera précisé dans les parties respectives. Suite à cette mise au point, les conditions 

de radiomarquages retenues ont été utilisées pour le marquage des différents Ac. En 

effet, nous avons établi que le radiomarquage pouvait être applicable à tous les Ac 

devant leur structure commune (IgG1). Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure une 

possible influence du milieu initial des Ac (milieu commercial) malgré le lavage. C’est 

pour cela qu’il sera important de réaliser par la suite, une étude de stabilité, d’affinité 

et d’immunoréactivité pour chaque Ac et condition de radiomarquage (89Zr et 64Cu). 

 

1.  Fonctionnalisation et radiomarquage des anticorps  

 

a. Mise au point du radiomarquage au 89Zr 

 

Afin de déterminer les conditions optimales de radiomarquage, plusieurs protocoles 

ont été testés en faisant varier les milieux réactionnels (milieu 1 ou 2), le ratio molaire 

de DFO-Ac (DFO 1:3; DFO 1:10), la quantité d’Ac lors de chélation (2 ou 5 mg) ou 

l’activité spécifique (16-18 MBq/mg ou 37 MBq/mg). (Tableau 4) 

 

 
Tableau 4 : Récapitulatif des conditions testées lors de la mise au point du radiomarquage au 89Zr.  

Ac : anticorps ; DFO : desferrioxamine 
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La mise au point des conditions d’incubation a été réalisée avec le tocilizumab. 

 

i. Choix des conditions de chélation du DFO 
 

• Choix du milieu et du temps d’incubation 

 

Dans chaque protocole, les PRC obtenues en fonction du milieu sont récapitulées 

dans le tableau 5.  

 

 
Tableau 5 : PRC obtenues sur 2h en fonction des conditions de chélation et de radiomarquage 

testées. Condition n°1 : milieu réactionnel de Vosjan et al ; Condition n°2 : milieu réactionnel de Sharma et al ; 
Ac : anticorps ; PM : post-marquage ; PRC : Pureté radiochimique ; m : moyenne, sd : écart type 

 
Les radiomarquages avec le milieu 1 permettaient d’obtenir des PRC très inférieures 

aux radiomarquages avec le milieu 2, même en augmentant le temps d’incubation et 

en changeant les quantités de DFO. Pour une même quantité de DFO, un rendement 

de 100% a été obtenu avec le milieu 2, alors qu’avec le milieu 1, au mieux, un 

rendement de 38% a été obtenu à 2h. Devant ces résultats, le milieu 2 a donc été 
retenu pour la suite des optimisations.  

 

Afin d’établir le temps d’incubation optimal de l’Ac avec le 89Zr, nous avons étudié le 

rendement de marquage au cours des deux premières heures d’incubation. Pour la 

chélation comprenant un ratio molaire de DFO 1:3 (quel que soit la quantité d’Ac 

initialement chélaté), une différence significative entre 30 min et 2h d’incubation a 

 
  

Conditions de 
chélation 

Conditions de 
radiomarquage PRC 

 t1h PM  
(%) (m+/- sd) 

PRC 
 t2h PM  

(%) (m+/- sd) Ratio 
molaire 

Ac  
(mg) 

Quantité 
d'Ac (mg) 

Activité 
spécifique   
(MBq/mg) 

Condition 
n°1 

1:3 2 

0,5 

37  0,20 0,00 
18,8 0,80 1,00 

1:10 2 
37 4,10 8,00 

18,8 37,50 32,00 

Condition 
n°2 

1:3 
2 (n=3) 

16 

90,56 +/- 13,41 94,44 +/- 7,13 
5 (n=8) 95,35 +/- 7,62 99,71 +/- 0,60 

1:10 
2 (n=3) 100 +/- 0,00 100 +/- 0,00 
5 (n=3) 99,67 +/- 0,58 100 +/- 0,00 
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été observée (*, Wilcoxon, p<0,001). Cette différence n’a pas été retrouvée pour le 
ratio molaire de 1:10 (Figure 46). 

 

 
 

Figure 46 : Évolution de la PRC dans le milieu au cours du temps en fonction des différents ratios de 
chélation. * : différence significative entre 30min et 2h pour le ratio molaire 1 :3 de DFO 

 
Afin de travailler dans des conditions optimales quel que soit le ratio molaire, nous 

avons choisi de réaliser les prochains radiomarquages avec 2 heures d’incubation.  
 

• Choix des ratios molaires de l’Ac versus chélatant et de la quantité d’Ac chélaté 

 

L’influence du ratio molaire du chélatant par rapport à l’Ac (Ac:chélatant) et la quantité 

d’Ac chélaté sur le rendement de marquage a été étudiée à partir des PRC. 

 

Deux ratios molaire de DFO ont été étudiés, 1:3 et 1:10,  et deux quantités d’Ac ont 

été chélatées, 2mg et 5mg. 

Lorsque la chélation a été réalisée avec 5mg d’Ac, les deux ratios molaires testés n’ont 

montré aucune différence (p compris entre 0,49-0,1).  Ils permettaient d’obtenir une 

excellente PRC (> 95 %).  

Néanmoins, la quantité d’Ac chélaté a montré une influence sur le rendement. En effet, 

pour un même ratio molaire, une différence significative a été observée entre la 

condition 5mg DFO 1 :3 et 2mg DFO 1 :3 (Mann-Whitney, p < 0,05).  (Figure 47) 

Cette différence n’est pas retrouvée avec le ratio molaire 1:10. 
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Pour la suite des études, nous avons décidé de travailler avec les conditions suivantes 

: 5 mg d’Ac avec un ratio de DFO 1:10 (Ac 5mg DFO 1:10) et 5 mg d’Ac avec un 
ratio de DFO 1:3 (Ac 5mg DFO 1:3), ce qui nous permet d’avoir un stock d’Ac chélaté 

disponible pour plusieurs radiomarquages. Augmenter la quantité de DFO augmente 

les rendements mais présente un risque supérieur d’altération de l’affinité de l’Ac donc 

nous souhaitons tester l’effet de la quantité de DFO sur l’affinité. 

Toutefois, si la quantité d’Ac disponible est limitée, nous pourrons être amené à 

chélater des quantités inférieures d’Ac, mais les résultats montrent qu’il faudra alors 

conserver un ratio DFO 1:10.  

 

 

 
 

Figure 47 : : Comparaison des rendements obtenus en fonction de la quantité d’Ac chélaté et du ratio 
chélatant/Ac. Ac : anticorps ; DFO : desferrioxamine, * : différence significative entre la condition 5mg 

DFO 1 :3 et 2mg DFO 1 :3 (p<0,05) 

 
 

ii. Radiomarquage de l’Ac chélaté 
 

• Influence de la quantité d’Ac chélaté sur la PRC 

 

Nous avons tout d’abord travaillé avec 0,5mg d’Ac chélaté pour chaque 

radiomarquage au 89Zr. Néanmoins, les quantités d’Ac disponibles pouvant être 

limitées, nous avons voulu vérifier que radiomarquer une quantité plus faible d’Ac 

n’influençait pas le rendement de marquage. En particulier, l’Ac anti-IL-6mR étant 

88,00 90,00 92,00 94,00 96,00 98,00 100,00 102,00
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disponible en faible quantité, nous avons choisi de tester le radiomarquage sur 0,25mg 

d’Ac. 

 

Il a été noté lors du radiomarquage, de moins de 0,5 mg d’Ac, que la PRC était 
significativement plus faible lorsque nous avons utilisé 0,25mg d’Ac (Mann-

Whitney, p < 0,05). (Tableau 6) 

 
 

Conditions de radiomarquage PRC (30min PM) 

Activité 
spécifique  
(MBq/mg) 

Quantité d’Ac 
radiomarqués 

(mg) 

Tocilizumab (%) 
(m+/-sd) 

Pavilizumab (%) 
(m+/-sd) 

Ratio molaire 
1:10 

16 

0,5 100+/-0 
(n=6) 

96,45 +/-3,3 
(n=2) 

0,25 87,69+/-2,62 
(n=2) 

89,6 
(n=1) 

Ratio molaire 
1:3 

0,5 98,27+/-0,6 
(n=11) 

98,5+/- 1,22 
 (n=2) 

0,25 82,67 +/-1,63 
(n=2) 

82,01 
(n=1) 

 
Tableau 6 : Récapitulatif des conditions et PRC du radiomarquage. m : moyenne, sd : écart type, PM : 

post-marquage, PRC : pureté radiochimique 

 

Les résultats ont donc montré que la PRC pouvait être réduite en fonction de la 

quantité d’Ac chélaté (2mg DFO 1:3), ou de la quantité d’Ac à radiomarquer (0,25mg). 

Ceci est très certainement dû à la perte d’Ac lors des étapes de chélation et de 

radiomarquage qui peuvent diminuer la quantité d’Ac, et donc la PRC.  

 

• Méthode de dosage par HPLC 

 

Pour vérifier cela, nous avons mis au point une méthode de dosage par HPLC afin de 

suivre la concentration en Ac tout au long de notre méthode de marquage et pour 

observer l’activité de notre Ac après radiomarquage. (Figure 48)
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Figure 48 : HPLC à chaque étape du radiomarquage du pavilizumab 5mg DFO x3 

Les temps de rétention (Tr) et les illustrations des graphiques HPLC (A, B, C, D : détection UV 230nm ; E, F : détection gamma) correspondant à chaque étape de radiomarquage 
de l’Ac nécessitant une purification (changement de tampon, chélation et radiomarquage) sont représentés. 
Le pourcentage de perte d’Ac est déterminé pour chaque étape de purification. Il correspond au rapport entre la concentration obtenue en Ac après purification et la concentration 
théorique attendue en Ac.  
B : Région 1 = Ac chélaté ; Région 2 = chélatant seul 
C : Région 1 = A radiomarqué ; Région 2 = acide oxalique  
D : Région 1 = ; Région 2 = acide gentisique 5mg/mL  

A B C D 

E F 
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Nous avons pu observer, lors des différentes étapes de purification, des pertes d’Ac 

par HPLC à l’aide de la courbe de calibration effectuée avec les solutions 

commerciales d’Ac. Le pourcentage de perte en Ac le plus important a été retrouvé 

lors de l’étape de purification après radiomarquage (18%).  

 

Le pourcentage de perte en Ac déterminé par HPLC (Figure 38) était similaire à la 

perte d’activité mesurée après purification des Ac radiomarqués (entre 15-20% de 

perte d’activité).  (Tableau 7) 

 

 PRC % 
Activité avant 
purification 

(MBq) 

Activité après 
purification 

(MBq) 
Perte de 89Zr 

Pavilizumab ratio 
molaire 1:10 89,6 1,8 1,56 14 % 

Pavilizumab ratio 
molaire 1:3 82,01 1,64 1,64 0 % 

Tocilizumab ratio 
molaire 1:10 80,36 1,6 1,37 14 % 

Tocilizumab ratio 
molaire 1:3 94,1 1,88 1,31 20 % 

 
Tableau 7 : Perte en activité d’Ac radiomarqués après purification. PRC : Pureté radiochimique 

 
Les étapes de chélation et de marquages entraînent donc des pertes en Ac, ce qui 

peut expliquer la sensibilité de la PRC à la quantité d’Ac mise en jeu.  

Lors du radiomarquage de l’Ac murin, il sera donc nécessaire de réaliser une 

purification après radiomarquage pour ne pas injecter du 89Zr libre chez l’animal.   
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iii. Influence de l’activité spécifique 
 

 

Nous avons également étudié la PRC en fonction de l’activité spécifique de marquage 

de l’Ac chélaté.  

Au bout de 30 minutes d’incubation, nous avons observé que l’activité spécifique de 

marquage de 16MB/mg permettait d’obtenir une PRC supérieure à celle obtenue avec 

32MBq/mg. (*, Mann-Whitney, p < 0,05) 

 

 
 

Figure 49 : Influence de l'activité spécifique (16MBq/mg, 32MBq/mg) sur le rendement de marquage 
d’Ac au 89Zr 

 
 
Néanmoins, au bout de deux heures d’incubation, cette différence n’est plus retrouvée 

entre les moyennes des PRC. (Figure 49)
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iv. Récapitulatif de l’optimisation du radiomarquage au 89Zr  

 
Les expériences ont ainsi été répétées sur le tocilizumab, le pavilizumab et l’atézolizumab. Ce tableau reprend les conditions de 

chélation et de marquage retenues, associées aux PRC obtenues. Notre méthode a permis d’obtenir une PRC > 80%. (Tableau 8) 

 
 

 

Conditions de 
chélation Conditions de radiomarquage PRC 

 T30min post 
marquage  

(%) (m+/- sd) 

PRC 
 T2h post 

marquage  
(%) (m+/- sd) 

Effectif Ratio 
molaire 

Ac  
(mg) 

Quantité 
d'Ac (mg) 

Activité 
spécifique   
(MBq/mg) 

Tocilizumab 

1:3 5 

0,5 16 

95,35 +/- 7,62 99,71 +/- 0,60 n=8 

1:10 
2 100 +/- 0,00 100 +/- 0,00 n=3 

5 99,67 +/- 0,58 100 +/- 0,00 n=3 

Pavilizumab 

1:3 
5 0,5 16 - 96,45 +/-3,3 n=2 

5 0,25 16 - 89,6 n=1 

1:10 
5 0,5 16 - 98,5+/- 1,22 n=2 

5 0,25 16 - 82,01 n=1 

Atézolizumab 1:3 5 0,5 16 - 100+/-0,8 n=3 
 

Tableau 8 : Récapitulatif de l’optimisation du radiomarquage au 89Zr. Ac : anticorps, PRC : Pureté radiochimique, m : moyenne, sd : écart-type 
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b. Mise au point du radiomarquage au 64Cu 

 

i. Choix des conditions d’incubation et de chélation 
 

Les tests ont été réalisés sur le même Ac, ici l’atézolizumab, à un ratio molaire de 1:20 

de chélatants (DOTA-SCN, NOTA-SCN, DOTA-NHS), afin de pouvoir comparer par la 

suite les conditions entre elles.  

 

Nous avons tout d’abord étudié l’influence du temps et de la température lors de l’étape 

de chélation des Ac sur le rendement final de marquage au 64Cu avec les 3 chélatants.  

Deux conditions sont testées lors de l’incubation de l’Ac avec le chélatant : 

- Soit à température ambiante toute la nuit (overnight-room temperature : ON-

RT). 

- Soit pendant 6h à 40°C.  

 

Pour le DOTA-SCN, 30 minutes après le radiomarquage, la PRC correspondant à la 

condition d’incubation ON RT était égale à 76,6% versus 94,3% à 6h-40°C. 

Néanmoins, 2 heures après le radiomarquage cette différence n’était plus retrouvée. 

 

Le NOTA a permis d’obtenir une très bonne PRC dès 30 minutes d’incubation quelle 

que soit la condition.  

 

Le DOTA-NHS montrait, quant à lui, une PRC bien inférieure aux deux autres 

chélatants, qui ne s’était pas améliorée avec l’incubation (Figure 50). 

 

Devant ces résultats, afin de réaliser des chélations sur un temps plus restreint nous 

avons choisi la condition de chélation 6h-40°C.  
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Figure 50 : PRC obtenues en fonction du temps et de la température d’incubation des chélatants (ratio 

molaire 1:20) à 30min post-marquage au 64Cu. PRC : Pureté Radiochimique ; ON RT : Overnight Room 
Temperature 

 

Devant ces résultats, nous avons choisi de tester différents ratios molaires pour les 

prochaines expériences : 

 

- Pour le DOTA-SCN, sa PRC étant très bonne, mais possiblement influencée 

par d’autres facteurs (comme le temps et la température d’incubation), nous 

avons choisi de conserver le ratio molaire 1:20, et de tester un ratio plus 

important, 1:40, pour améliorer la PRC.  

- Pour le NOTA-SCN, sa PRC étant excellente, nous avons choisi de conserver 

le ratio molaire 1:20 et de tester un ratio plus petit, 1:10, afin de limiter 

l’encombrement stérique de l’Ac. 

- Pour le DOTA-NHS, sa PRC étant médiocre, nous avons choisi de conserver 

le ratio molaire 1:20, afin d’avoir un contrôle, et de tester un ratio plus 

important, 1:40, pour améliorer la PRC. 
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ii. Choix du chélatant et du ratio molaire  
  

Nous avons réalisé plusieurs marquages, en faisant varier la nature des chélatants 

(DOTA-SCN, NOTA-SCN, DOTA-NHS) et leurs ratios molaires, afin de choisir le 

chélatant le plus adapté à notre méthode.   

 

Avant de comparer les chélatants entre eux, nous avons voulu tout d’abord déterminer 

les conditions optimales de marquage. Nous avons donc étudié l’évolution de la PRC 

de chaque chélatant au cours du temps d’incubation avec le 64Cu, à une activité 

spécifique de 200MBq/mg d’Ac (Figure 51). 

 

Entre 30 minutes et 2 heures d’incubation de l’Ac radiomarqué, seul l’Ac fonctionnalisé 

par le NOTA 1:10 a montré une amélioration significative de sa PRC durant les 2 

heures d’incubation.  (*, p<0,001).  

  

 
Figure 51: Évolution de la PRC des Ac radiomarqués au 64Cu dans le milieu au cours du temps en 

fonction des différents chélatants (DOTA NHS, DOTA SCN, NOTA SCN. * : différence significative 
(p<0,001) entre 30min et 2h d’incubation pour le ratio molaire 1 :10 du NOTA SCN 

 

Nous choisirons donc par la suite de réaliser toutes les incubations de l’Ac avec le 
64Cu durant 2 heures. 
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Nous avons ensuite comparé les chélatants entre eux. Tous les résultats de 

radiomarquage avec l’atézolizumab et le tocilizumab ont été poolés car leur structure 

a été considérée comme proche (IgG1).  

 

Au bout de deux heures de chélation, pour chaque chélatant analysé séparément, les 

ratios molaires n’ont montré aucune influence sur la PRC. (p>0,8)  

Pour le NOTA SCN, nous pouvons donc en conclure que le ratio 1:10 permettait 

d’obtenir une PRC  optimale pour un encombrement stérique plus faible.  

Pour le DOTA SCN, l’augmentation du ratio molaire n’est pas utile pour optimiser le 

radiomarquage.  

Pour le DOTA NHS, l’augmentation du ratio molaire a permis d’améliorer la PRC. (*, 

Mann-Whitney, p<0,05) 

 

Toutefois, les différents chélatants n’ont pas donné de PRC similaires. 

En effet, malgré l’augmentation du ratio à 1:40, la PRC du DOTA NHS est 

significativement inférieure à celle du DOTA SCN et du NOTA SCN (**, Mann-Whitney, 

p<0,05). (Figure 52) 

 

 
 
Figure 52 : PRC obtenues en fonction du ratio molaire des chélatants après 2h d’incubation d’Ac 
chélatés (DOTA-NHS, DOTA-SCN, NOTA-SCN) et radiomarqués au 64Cu. * : différence significative entre 
le DOTA NHS (ratio molaire 1 :20) et les deux autres chélatants (1 :20) 
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iii. Influence de l’activité spécifique et de la 
décroissance du 64Cu 

 

L’influence de l’activité spécifique a été étudiée en radiomarquant l’Ac par 

200MBq/mg ou 100MBq/mg.  

Pour le NOTA SCN et le DOTA NHS, l’activité spécifique n’influençait pas la PRC.  

Néanmoins, sur la figure ci-dessous (Figure 53), le DOTA SCN présente une PRC 

significativement plus faible avec 100MBq/mg par rapport à 200MBq/mg. (*, Mann 

Whitney, p<0,05).  

 

 
Figure 53 : Influence de l'activité spécifique (200MBq/mg et 100MBq/mg) sur le rendement de 

marquage d’Ac au 64Cu en fonction du chélatant de ratio molaire 1:20 

 
Nous avons répété cette étude pour chaque ratio molaire, et nous avons obtenu les 

mêmes résultats que précédemment. C’est-à-dire que nous avons observé seulement 

une différence de PRC pour le DOTA SCN. (Mann Whitney, p<0,05) (Figure 55) 

Sachant que tous les marquages n’ont pas été réalisé le même jour, nous avons voulu 

vérifier si le délai entre la livraison et le marquage pouvait expliquer ces résultats.  

Nous avons alors comparé le rendement obtenu lorsque le marquage a été effectué le 

jour même de livraison et à J+1 afin d’étudier l’éventuel impact des produits de 

décroissances du 64Cu sur le rendement de marquage. Aucune différence significative 

n’a été retrouvée entre les moyennes (n=3) de rendement en fonction du jour de 

marquage (Mann-Whitney, p=0,7)
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iv. Récapitulatif de l’optimisation du radiomarquage au 64Cu  
 
Les expériences ont ainsi été répétées, sur le tocilizumab et l’atézolizumab. Elles ont confirmé qu’elles permettaient d’obtenir une 

très bonne PRC (> 90%) en fonction des conditions testées. (Tableau 9) 
 

 
Condition de chélation Condition de radiomarquage PRC 

 t30min post 
marquage (%) 

(m+/-sd) 

PRC 
 t2h post 

marquage (%) 
(m+/-sd) 

Effectif 
Total (n) 

Atézolizumab 
(n) 

Tocilizumab 
(n) 

Quantité 
d’anticorps 

(mg) 
Ratio molaire 

Quantité 
d’anticorps 

(mg) 

Activité 
spécifique 
(MBq/mg) 

DOTA 
SCN 5 

1:20 0,25 
200 81,57+/-16,06 96,09+/-5,33 5 3 2 

100 44,01+/-8,57 69,17+/-23,35 3 3 - 

1:40 0,25 
200 75,82+/-23,09 92,48+/-4,36 3 3 - 

100 30,16+/-27,16 50,68+/-47,00 3 3 - 

NOTA 
SCN 5 

1:20 0,25 
200 80,36+/-15,54 94,38+/-7,04 15 8 7 

100 79,9+/-17,78 92,93+/-7,03 8 5 3 

1:10 0,25 
200 77,87+/-20,9 92,75+/-10,36 3 1 2 

100 74,69+/-18,54 95,38+/-0,86 3 3 - 

DOTA 
NHS 5 

1:20 0,25 
200 9,97+/-14,08 10,21+/-14,50 4 1 3 

100 16,52+/-22,87 10,67+/-28,65 2 1 1 

1:40 0,25 
200 20,6+/-34,89 17,97+/-36,89 5 3 2 

100 28,86+/-49,98 29,96+/-51,89 2 1 1 

 

Tableau 9 : Récapitulatif de l’optimisation du radiomarquage au 64Cu. Ac : anticorps, PRC : Pureté radiochimique, m : moyenne, sd : écart-type.
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2. Étude in vitro 

 
a. Étude de stabilité 

 

L'étude de stabilité des Ac radiomarqués au 89Zr et au 64Cu a montré une bonne 

stabilité de la liaison. Le calcul de la PRC a permis de suivre la variation de 

radionucléide libre sur la période choisie, dans 3 milieux différents : le milieu 

réactionnel, le sérum et le NaCl.  

 

i. Stabilité de l’Ac radiomarqué au 89Zr 
 

La stabilité de l’Ac radiomarqué au 89Zr a été étudiée sur 5 jours avec le tocilizumab 

(DFO 1:3). 

Après incubation dans le milieu réactionnel, dans le sérum et dans le NaCl à 

température ambiante, la PRC est comprise entre 98 et 99% de J0 à J5 pour le 

radiomarquage au 89Zr. (Tableau 10) 

 
 

Variation de la PRC (Jx/J0) (m±sD) 

Milieu réactionnel (n=3) Sérum (n=3) NaCl 0,9% (n=3) 
J1 1,01±0,008 0,97±0,014 0,97±0,013 
J3 1,00±0,004 0,97±0,033 0,97±0,014 
J5 1,90±0,004 1,23±0,35 1,00±0,004 

 
Tableau 10 : Stabilité de radiomarquage en fonction des différentes conditions de chélation : Suivi de 

la variation de la PRC des 89Zr-DFO-Ac à J1, J3 et J5 par rapport à J0 

 
Les études de stabilité sur le ratio molaire DFO 1:10 dans les 3 milieux ont montré des 

résultats similaires.  
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ii. Stabilité de l’Ac radiomarqué au 64Cu 
 
La stabilité de l’Ac radiomarqué au 64Cu a été étudiée sur 2 jours avec le tocilizumab 

(NOTA 1:10). 

Pour le radiomarquage au 64Cu, après incubation dans les différents milieux, aucune 

variation n’a été observée durant les 2 jours, la PRC était comprise entre 90% et 98% 

à J2. (Tableau 11) 

 
 

Variation de la PRC (Jx/J0) (m±sD) 

Milieu réactionnel (n=4) Sérum (n=4) NaCl 0,9% (n=4) 

J1 1,15±0,08 1,13±0,08 1,13±0,08 

J2 1,15±0,08 1,11±0,10 1,13±0,07 

 
Tableau 11 : Stabilité de radiomarquage en fonction des différentes conditions de chélation : Suivi de 

la variation de la PRC des 64Cu-NOTA-Ac à J1 et J2 par rapport à J0.  

 
Les études de stabilité avec le DOTA SCN ont montré des résultats similaires.  

 
 

b. Étude d’affinité  

 

Il a tout d’abord été choisi de réaliser l’étude d’affinité pour les Ac radiomarqués au 
89Zr. Lors de cette étude, il a été analysé dans un premier temps l’expression 

antigénique de l’IL-6R pour le tocilizumab et du PD-L1 pour l’atézolizumab par analyse 

FACS sur les cellules U266 et MDA-MB231. Nous avons également étudié s’il était 

possible d’induire l’expression de l’IL-6R et du PD-L1 par TNF et IFN.  

 

Suite à cette étude, l’optimisation des tests d’affinité et d’immunoréactivité du 

tocilizumab a été réalisée sur cellules. En raison du nombre de cellules disponibles, 

les tests d’affinité pour l’atézolizumab n’ont été réalisés que sur Ag PD-L1 coatés sur 

plaque.  

 

 

 



 117 

 

i. FACS  
 

L’étude de l’expression de PD-L1 et de l’IL-6R sur les cellules MDA-MB231 ont montré 

une forte expression vis-à-vis de PD-L1 et une expression plus modérée mais correcte 

de l’IL-6R par rapport au contrôle. (Figure 55) 

 

 
 
Figure 54 : Profil FACS de l’expression de PD-L1 (A) et IL-6R (B) des MDA-MB231. PD-L1 couplé au 

PE-A (rouge), IL-6R couplé au PerCP-Cv5-5-A (bleu), contrôle (gris) 

 
Aucune induction, de l’expression de PD-L1 ou de l’IL-6R, par TNF ou IFN n’a été 

observée sur les deux lignées cellulaires. 

Il est à noter que suite à cette étude par FACS il a été choisi d’écarter les cellules U266 

des études de binding et d’immunoréactivité, en raison de leur faible expression 

antigénique d’IL-6R et de PD-L1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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ii. Étude de binding et détermination du Kd 
 
• Binding sur cellules : étude de l’affinité du tocilizumab-89Zr 

 

La représentation de ces résultats par la méthode de Scatchard, c’est-à-dire le rapport 

de la liaison spécifique sur la concentration en Ac libre en fonction de la liaison 

spécifique (BS/F=f(BS), a permis de déterminer la constante d’affinité kD qui égale à 

7,53nM. (Figure 56) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 55 : Détermination de l’immunoaffinité du tocilizumab radiomarqué sur cellules MDA-MB231 

LT : Liaison totale, LNS : Liaison non spécifique, LS : Liaison spécifique, B : concentration Ac lié, Ac : 
concentration totale en Ac ajoutés, BS : concentration d’Ac intervenant dans la liaison spécifique, F : 

concentration en Ac libre 
 

• Binding sur Ag : étude de l’affinité de l’atézolizumab-89Zr 

 

Il a été observé que plus la concentration en cellules augmente, c’est-à-dire la 

concentration en Ag, plus la fixation totale augmente. De plus, la liaison spécifique, 

calculée à partir de la liaison non spécifique obtenue par le déplacement avec du 

tocilizumab non radiomarqué, augmente de façon parallèle. La liaison spécifique est 

supérieure à la liaison non spécifique, toutefois cette dernière reste importante. (Figure 

57) 
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Figure 56 : Détermination de l’immunoaffinité de l’atézolizumab radiomarqué sur Ag coatés PD-L1. 
LT : Liaison totale, LNS : Liaison non spécifique, LS : Liaison spécifique, B : concentration Ac lié, Ac : 

concentration totale en Ac ajoutés 

 
Néanmoins, l’optimisation de l’étude de binding sur Ag coatés sur plaque de 

l’atézolizumab n’a permis de réaliser la représentation de Scatchard afin déterminer la 

constante de dissociation, malgré une liaison spécifique supérieure à la liaison non 

spécifique.  

 

 
iii. Détermination de la fraction immuno-réactive IRF 

 

L’immunoréactivité du 89Zr-Tocilizumab est représentée selon la méthode de 

Lineweaver-Burk avec le rapport de la liaison totale sur la liaison spécifique en fonction 

de l’inverse du nombre de cellules. La droite de régression linéaire montre une fraction 

immunoréactive autour de 50%. (Figure 58) 
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Figure 57 : Détermination de l’immunoréactivité du tocilizumab radiomarqué sur cellules MDA-MB231  
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3. Étude in vivo  

 
a. Mise en place du modèle  

 

Avant l’injection du 18F-FDG, à J56 post-immunisation, le score arthritique de chaque 

patte des souris a été déterminé par évaluation clinique. (Figure 59) Les souris SHAM 

(n=2) ne présentaient aucune lésion. Les souris malades (n=6) présentaient des 

scores totaux variant de 4 à 13 (sur 16) établis selon l’aspect de leurs pattes. 

 

 
 

 
Figure 58 : Quotation du score arthritique par patte des lésions arthritiques distales (IMAVITA).         

CIA : Collagen Induced Arthritis 
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b. Imagerie au 18F-FDG du modèle murin de PR 

 

Au niveau des articulations proximales, une fixation plus intense a été observée chez 

les souris malade CIA par rapport aux souris SHAM. (Figure 60) 

 

 
Figure 59 : Étude de la fixation entre les souris malades (CIA mice) et la souris contrôle (SHAM).    

SA : Score arthritique 

 
L’intensité de fixation du 18F-FDG représentée par le volume of interest (VOI) au niveau 

des articulations distales et du coeur de chaque souris a été mesurée. Un rapport entre 

le VOI de chaque articulation sur le VOI du cœur a été réalisée afin de normaliser la 

mesure. (Tableau 12) Toutefois, aucune corrélation n’a été démontrée entre l’intensité 

de fixation des articulations distales et le score clinique (r=0,57).  

 
 

Score/Articulation Articulation VOI fixation/ 
Heart VOI Fixation 

(m±sD) 
CIA mice 0 (n=7) 0,87±0,2 

1 (n=3) 0,87±0,0 

2 (n=3) 1,08±0,2 

3 (n=3) 0,92±0,1 

4 (n=8) 1,16±0,4 

Control mice 0 (n=8) 1,15±0,2 
 

Tableau 12 : Moyennes et écart-types de la fixation du 18F-FDG en fonction du score arthritique des 
souris CIA et des souris contrôles. 
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c. Évaluation de la biodistribution par imagerie TEP 

 

Pour les deux Ac, anti-IL-6R et témoin, une activité d’environ 0,3 à 0,4 MBq a été 

injectée par souris en IV. La PRC obtenue après radiomarquage au 89Zr de l’Ac anti-

IL-6mR était plus faible que celle des mises au point avec le tocilizumab et le 

pavilizumab (entre 70 et 80%) et a nécessité une purification avant injection.  

L’acquisition TEP a été réalisée pendant 30 à 40 minutes à J0, J1, J3 et J5, et elle a 

été suivie ou précédée d’une acquisition CT de 6 minutes.  

Les souris SHAM (n=2) se sont vues injecter soit l’Ac contrôle, soit l’Ac anti-IL-6R. 

Pour les souris CIA (n=6), 3 souris ont reçu l’Ac anti-IL-6R, et 3 souris ont reçu l’Ac 

témoin en intraveineux.  

Après injection de 89Zr-anti-IL6mR, dès J1 post-injection, les souris CIA ont présenté 

une fixation au niveau des pattes, contrairement au souris SHAM. (Figure 61) 

 

  
Figure 60 : Étude de la fixation du 89Zr-Ac anti-IL6R chez la souris SHAM (A) et CIA (B) à J1 post 

injection. CIA : Collagen Induced Arthritis ; Score arthritique de la souris CIA : 11/16 

 
A la fois chez les souris CIA et les souris SHAM, une fixation importante a été observée 

au niveau des tissus réticulés (néphron, foie, moelle, rate), et celle-ci persistait jusqu’à 

J5. Dans les reins, cette fixation était plus particulièrement importante au niveau 

cortical.  

(Figure 62) 

A B 
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Figure 61 : Imagerie TEP à J1 et J5 de l’Ac anti récepteur murin à l’IL6 radiomarqué au 89Zr chez une 
souris SHAM (souris n°6) et une souris malade (souris n°8). Injection de 0,3 à 0,5MBq chez une souris 

SHAM et CIA de 89Zr-antiIL6mR. Imagerie à J1 et J5 avec une acquisition de 30 à 40min. 
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Après injection de l’Ac contrôle (89Zr-palivizumab), de la même manière qu’avec le 
89Zr-anti-IL6mR, une fixation a été observée au niveau des pattes chez les souris CIA 

contrairement aux souris SHAM. Cette fixation se situait plus précisément au niveau 

du tissu enflammé. (Figure 63) 
 

 
Figure 62 : Étude de la fixation du 89Zr-Ac témoin chez la souris CIA (A) et SHAM (B) à J1 post 

injection. CIA : Collagen Induced Arthritis ; Score arthritique de la souris CIA : 13/16 ; flèche blanche : fixation au 
niveau de distale de la patte 

 
Il a été observé pour les 2 Ac, et plus particulièrement pour l’Ac contrôle, une faible 

fixation au niveau des épiphyses osseuses (genou, vertèbres) compatible avec la 

libération de 89Zr.  

 

  

A B 
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IV.  Discussion 
 
 
L’objectif de ce travail était de mettre au point le radiomarquage d’Ac monoclonaux 
au 89Zr et au 64Cu, et en particulier le tocilizumab et l’atézolizumab, en vue de 
disposer d’outils utilisables en immunoTEP.  
 

La première étape de ce travail a été d’élaborer et d’optimiser les conditions de 

radiomarquage des Ac. 

Concernant le 89Zr, le chélatant choisi était la DFO car il est apparu, dans la littérature, 

comme le chélatant de choix pour le zirconium.  

Après avoir testé 2 milieux réactionnels, selon le protocole de Vosjan et al et le 

protocole de Sharma et al. Nous avons pu constater que le milieu réactionnel 2, de 

Sharma et al, permettait d’obtenir de meilleurs rendements de radiomarquage. Le 

facteur important dans ce changement est notamment l’utilisation de réactifs métal 

free. En effet, les traces de métaux présents dans les réactifs sont susceptibles 

d’entrer en compétition avec le zirconium et conduisent donc à des diminutions de 

rendements de marquage.  

Afin d’optimiser les rendements de radiomarquage, nous avons également fait varier 

le ratio molaire (1:3 et 1:10) du DFO vs Ac. Les deux conditions ont permis d’obtenir 

de bonnes PRC (>80%) avec un avantage pour le DFO 1 :10 en particulier lorsqu’on 

veut travailler sur de faibles quantités d’Ac. Toutefois, l’augmentation de la quantité de 

DFO, en augmentant la quantité de chélates fixés par Ac, risque de diminuer l’affinité 

de l’Ac pour sa cible. Nous avions donc choisi de garder ces deux conditions, afin 

d’étudier par la suite l’immunoréactivité et de ne pas augmenter davantage le ratio 

molaire. Afin de connaitre exactement le nombre moyen de DFO fixé par Ac après 

incubation avec les différents ratios, il pourrait être intéressant d’utiliser une technique 

secondaire de détermination de ce nombre. Pour cela, une dilution isotopique 

radiométrique similaire à celle effectuée par Anderson et al. 1992 pourrait être réalisée. 

A noter, que dans l’étude de Sharma et al, le nombre de chélates par Ac mesuré pour 

le ratio 1:10 est de 2.6 ± 0.6 et pour un ratio de 1 :5, il est de 1.4 ± 0.5. 

Au total, nous avons réussi à mettre au point des conditions de marquage 

reproductible, permettant d’obtenir de bonnes PRC pour les deux ratios molaires, 1:3 

et 1:10. L’incubation pendant 2h dans le milieu de Sharma et al s’est révélée être la 

méthode optimale pour le radiomarquage au 89Zr.  
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Concernant le 64Cu, différents chélatants ont été testés. En effet, lors de la revue de la 

littérature, nous avons noté que le DOTA-NHS et le DOTA-SCN sont des chélatants 

reconnus pour le cuivre mais que son successeur, le NOTA-SCN, permettait 

d’améliorer le rendement de marquage et la stabilité. Le NOTA et le DOTA greffés 

SCN ont permis d’obtenir de bonnes PRC. Nous avons néanmoins noté une légère 

supériorité de la PRC avec le NOTA par rapport au DOTA-SCN, ce qui est pourrait 

être expliqué par la taille et la denticité de la cage qui convient mieux à la chélation du 

cuivre.122,126  

Le DOTA-NHS a montré un rendement bien inférieur contrairement à l’étude de 

Navarro et al qui a montré une PRC de 76,5 +/- 2,5% pour le DOTA-NHS (ratio molaire 

1:20) et de 58,3 +/- 4,5% pour le NOTA-SCN (ratio molaire 1:20).126  

L’hypothèse principale serait que son suffixe -NHS nécessiterait d’autres conditions 

que celles que nous avons utilisées, particulièrement au niveau du pH, pour une 

fixation optimale du chélate à l’Ac.  

Afin d’étudier la fixation du chélate avec l’Ac, nous avons essayé de mettre au point 

une méthode dosage du nombre de chélatant par Ac par une méthode 

spectrophotométrique en UV/visible de Brady et al.127. Néanmoins la mise au point n’a 

pas été concluante. Il serait nécessaire de continuer ces expériences afin de 

déterminer ce critère qui serait intéressant pour mieux caractériser l’Ac radiomarqué. 

D’autres méthodes plus robustes peuvent être utilisées pour évaluer le ratio molaire, 

telles que la spectrométrie de masse. 128  

En conclusion, l’optimisation de la fonctionnalisation des Ac avec le NOTA-SCN et le 

DOTA-SCN et du marquage au 64Cu nous a permis d’obtenir de bons rendements et 

une bonne répétabilité.  

 

Lors de l’étude de la stabilité des Ac dans leur milieu réactionnel, du sérum humain et 

du NaCl, nous avons observé une liaison stable du 89Zr jusqu’à J5 et du 64Cu sur l’Ac 

jusqu’à J2. Nos résultats sont en accord avec l’étude portant sur le radiomarquage du 

DFO-trastuzumab par le 89Zr 129 : la PRC de l’Ac radiomarqué incubé dans du sérum 

humain à 37°C pendant 7 jours est supérieure à 98%. De même, dans l’étude 

d’Aghevlian et al, sur le marquage d’Ac par du NOTA-64Cu, aucun relargage de 

radioactivité après 48h d’incubation in vitro dans du sérum à 37°C n'a été observé.  

Nous devons également réaliser d’autres tets afin d’étudier la stabilité de la fixation, 

comme des études de transchélation et transmétallation. L’étude de transchélation 
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peut être menée en ajoutant de l’EDTA à la solution contenant l’Ac radiomarqué. La 

transmétallation peut être testée en incubant une solution de Fe3+. Le fer étant retrouvé 

dans l’organisme, cette étude pourrait permettre de prédire sa stabilité in vivo.  

 

Les études d’immunoaffinité n’ont pour le moment pas donné de résultats concluants 

pour le tocilizumab marqué au 89Zr. Le kD obtenu de 7,53 nM pour le tocilizumab 

radiomarqué au 89Zr est sensiblement du même ordre de grandeur que le kD retrouvée 

dans la littérature (2,5 nM)130 et dans le approval package du médicament (10 nM).  

Les tests d’immunoréactivité sur cellules ont conduit à une IRF assez faible, de l’ordre 

de 50%. Toutefois ces résultats ne sont que préliminaires. En effet, l’influence de 

l’encombrement des groupements DFO sur l’affinité de l’Ac a été étudiée dans une 

étude sur la chélation du trastuzumab avec le DFO. 129 Dans cette étude, 

l’immunoréactivité diminue en fonction des ratio molaire, mais avec le ratio Ac-DFO 

1:10, elle reste proche de 90% et avec le ratio 1:60 elle est de 80%.  

Les conditions du protocole de binding nécessitent encore des optimisations. En effet, 

la liaison non spécifique étant supérieure à la liaison spécifique, on peut penser que la 

quantité d’Ag sur les cellules est relativement faible. Il serait intéressant d’augmenter 

l’expression antigénique en augmentant le nombre de cellules par puit ou en activant 

l’expression antigénique les cellules. De plus, notre méthode de séparation du 

surnageant et du culot cellulaire, suite à l’incubation des cellules avec l’Ac chaud, est 

à optimiser. En effet, une séparation par collecteur d’échantillon sur membrane et 

rinçage pourrait permettre de diminuer la liaison non spécifique par rapport à la 

technique de centrifugation utilisée. 131 

Un autre facteur qui pourrait intervenir dans la diminution de l’immunoréactivité est 

l’utilisation du DMSO dans la préparation du DFO qui pourrait, malgré sa faible 

concentration, atteindre l’intégrité de l’Ac. Pour tester cette hypothèse, nous pourrions 

réaliser deux chélations en parallèle, l’une utilisant du DMSO, l’autre du HCl pour la 

préparation du chélatant, et à la suite du radiomarquage, comparer l’immunoréactivité 

des deux conditions.  

Nous ne pouvons pas écarter l’hypothèse qu’il existe une fixation du ligand sur le site 

de reconnaissance de l’antigène (CDR) due à la présence de lysines au niveau du 

CDR. En effet, en se fixant sur ces sites, le ligand pourrait entrainer un encombrement 

et une perturbation de la liaison antigène-Ac. Il est donc primordial de poursuivre nos 

études de binding avec d’autres conditions et une fois le protocole optimisé, tester les 
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différents Ac et ratios étudiés. Dans un second temps, nous étudierons les Ac 

radiomarqués au 64Cu. 

 

En vue des études d’imagerie in vivo, il a été nécessaire de radiomarquer également 

l’Ac anti-IL6mR. En effet, lors d’études in vitro sur des cellules murines, il a été 

démontré que le tocilizumab n’inhibait pas la voie de signalisation de l’interleukine 6124. 

L’Ac anti-IL-6mR étant disponible en faible quantité, nous avons effectué les mises au 

point du radiomarquage sur les deux Ac commerciaux humains, le tocilizumab et le 

pavilizumab, qui sont de mêmes isotypes (IgG1). Lors du radiomarquage de l’Ac anti-

IL-6mR, nous n’avons pas réussi à obtenir d’aussi bonnes PRC qu’avec les deux 

autres Ac : (Ac 2mg DFO 1:10 : 89,6 % pour 0,25 mg versus 96,4 % pour 0,5 mg). Ce 

problème peut s’expliquer par les petites quantité d’Ac utilisées dès l’étape de 

chélation pouvant entrainer une perte importante d’Ac par adsorption sur les tubes et 

les filtres de purification, malgré les précautions prises dans le matériel choisi. D’autre 

part, parmi les excipients de cet Ac murin, de la gélatine était présente en quantité non 

négligeable et qui, compte tenu de son poids moléculaire (du même ordre de grandeur 

que celui de l’Ac), ne pouvait être séparé malgré des étapes de transfert de tampon. 

La gélatine comportant des groupements NH2 libre, il est possible qu’elle ait également 

été radiomarquée en même temps que l’Ac. Pour s’assurer qu’il n’y a pas eu 

d’interférence un Western Blot, après radiomarquage, pourrait être réalisé. Le 

radiomarquage d’un Ac anti-IL-6mR d’un autre fournisseur serait également 

envisageable. 
 

Pour étudier la PR, le modèle choisi est le modèle murin CIA, qui est le plus utilisé 

dans les études in vivo. L’immunisation des souris a permis d’obtenir des lésions 

arthritiques de différents stades. Les premiers signes inflammatoires au niveau distal 

apparaissent entre J21 et J25 après la première injection. Nous avons choisi de 

travailler à partir de J56 pour se placer à un stade de lésions assez importantes en 

émettant l’hypothèse que la fixation de l’Ac anti-IL6mR serait favorisée. 

A J57, l’imagerie au 18F-FDG des souris CIA et des souris contrôles a été réalisée, 1h 

post-injection. L’étude de la fixation du 18F-FDG se base la comparaison du rapport 

des VOI de chaque patte sur le VOI du coeur de la souris correspondante afin de 

pouvoir comparer les souris entre elles. Aucune différence significative de fixation du 
18F-FDG n’a été observée entre les souris CIA et les souris SHAM, ni de différence de 
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fixation en fonction du score. La fixation non significative du 18F-FDG au niveau des 

pattes des souris CIA pourrait être liée à une acquisition trop tardive par à 

l’administration du radiotraceur.132 En effet, une étude a montré qu’après réalisation 

d’une imagerie TEP 30min post-injection du 18F-FDG chez des souris CIA, une 

corrélation, entre la fixation du 18F-FDG et la sévérité des lésions mesurée par 

histologie, était visible. Cette absence de différence peut également être expliquée par 

une imagerie trop tardive par rapport à l’immunisation. Dans l'étude de Wang et al. 

2019, une imagerie TEP 1h post-injection du 18F-FDG chez des rats CIA a montré une 

fixation plus élevée à J23 post immunisation qu’à J40. Une absence de corrélation 

avec le stade arthritique a également été observé dans cette même étude : la fixation 

du 18F-FDG de rats ayant un score de 3 était inférieure à celle des rats CIA ayant un 

score de 2, sans explication à ce phénomène. 

Lors de l’étude des Ac radiomarqués au 89Zr, une fixation au niveau des pattes de l’Ac 
89Zr-anti-IL-6mR a été observée, mais elle a également été retrouvée avec l’Ac 

contrôle. On peut donc se demander dans quelle mesure cette fixation est spécifique 

et si elle n’est pas plus en lien avec l’inflammation et l’œdème au niveau distal. Les 

études in vivo ont permis de confirmer la stabilité du radiomarquage devant la faible 

fixation sur les épiphyses des os, zones sur lesquelles le Zr4+ libre est susceptible de 

s’accumuler.  

Une fixation rénale corticale très importante de l’Ac anti-IL-6mR a été mise en évidence 

aussi bien chez les souris CIA que les souris SHAM. Cette fixation pourrait être due à 

l’expression connue du récepteur à l’IL6 au niveau de la corticale des reins133. 

Toutefois, l’hypothèse d’un radiomarquage de la gélatine présente avec l’Ac anti-

IL6mR pourrait aussi participer à la fixation observée dans le néphron.  

Ces expériences in vivo seront à renouveler afin d’approfondir l’étude de biodistribution 

d’un anti-IL-6mR radiomarqué au 89Zr, à l’aide d’un nouvel Ac provenant d’un autre 

fournisseur, ne contenant pas de gélatine. Toutefois, à cause de sa forme libre, le 89Zr 

n’est pas le radioélément idéal pour notre modèle murin de PR. C’est pourquoi, il sera 

très intéressant de réaliser également ces expériences avec l’Ac radiomarqué au 64Cu.  
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Conclusion-Perspectives 
 

Dans cette thèse, nous avons présenté la mise au point du radiomarquage d’Ac au 
89Zr et au 64Cu. L’objectif était de disposer d’outils diagnostic pour l’immunoTEP. Dans 

le cadre de la preuve de concept, nous avons évalué in vivo, le potentiel diagnostic de 

l’Ac anti-IL6mR, dans un modèle murin de PR. 

 

Lors de la première étape de ce travail, nous avons optimisé les conditions de 

radiomarquage des Ac au 89Zr et au 64Cu avec de très bons rendements de marquage 

(> 95%) et une bonne répétabilité. Le radiomarquage était stable in vitro dans le milieu 

réactionnel, dans le sérum physiologique et dans le sérum humain.  

Nous avons de plus évalué l’affinité du tocilizumab et de l’atézolizumab radiomarqués 

au 89Zr vis-à-vis de leur cible. Toutefois, ces expériences de binding nécessiteront 

d’être optimisées pour préciser et confirmer que l’Ac ne perde pas en affinité et en 

immunoréactivité pour l’Ag. Elles devront être également réalisées avec les Ac 

radiomarqués au 64Cu. 

Pour finir, nous avons étudié l’Ac ciblant le récepteur murin à l’IL6 radiomarqué au 89Zr 

dans un modèle de PR. La stabilité du marquage in vivo a été confirmée et nous avons 

pu observer la biodistribution de l’Ac radiomarqué sur 5 jours. Des études 

supplémentaires sont toutefois nécessaires pour valider l’intérêt de l’Ac anti-IL-6R 

dans la PR, voir dans d’autres maladies inflammatoires. De plus, nous étudierons par 

la suite la biodistribution de l’atézolizumab radiomarqué et son intérêt dans un modèle 

murin de cancer.  

 

En conclusion, au cours de ces dernières années, l'immuno-PET s'est imposée 

comme un outil prometteur pour la médecine personnalisée dans le contexte de 

stratégies de traitements multimodales. Notre travail s’inscrit dans la volonté de 

développer un nouvel outil diagnostique voir théranostique, qui pourrait être développé 

dans de multiples indications, et en particulier dans le domaine de l’oncologie et des 

maladies inflammatoires, pathologies dans lesquelles les Ac sont au cœur de la prise 

en charge des patients.  
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enseignés et d’actualiser mes connaissances 

 

- D’exercer, dans l’intérêt de la santé publique, ma profession avec conscience 

et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les règles de 

Déontologie, de l’honneur, de la probité et du désintéressement ; 
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Radiomarquage d’anticorps : de l'état de l’art à la mise au point du 
radiomarquage d’anticorps au cuivre 64 et au zirconium 89 

 
L’immunothérapie a révolutionné la prise en charge des patients dans le cadre de 
pathologies cancéreuses, auto-immunes, ou inflammatoires.  Face à des réponses 
cliniques hétérogènes et aux multiples options thérapeutiques disponibles, un enjeu 
majeur est apparu : personnaliser la prise en charge des patients. Dans cet objectif, les 
anticorps radiomarqués représentent une solution attractive. L’immunoTEP permet une 
imagerie spécifique par tomographie par émission de positons en utilisant des anticorps 
monoclonaux comme vecteur. Dans cette thèse, nous avons élaboré une revue de la 
littérature allant de l’immunothérapie, à l’immunoTEP et aux techniques de radiochimie du 
89Zr et du 64Cu. Dans un second temps, nous présenterons la mise au point du 
radiomarquage d’anticorps, le tocilizumab et l’atézolizumab, au 89Zr et au 64Cu. Cette 
méthode a permis d'obtenir un radiomarquage des anticorps répétables avec un très bon 
rendement. Les anticorps radiomarqués se sont révélés stables aussi bien in vitro et qu’in 
vivo. Dans le cadre de la preuve de concept, nous avons de plus évalué in vivo, le potentiel 
diagnostic de l’anticorps anti-récepteur murin à l’IL6 dans un modèle murin de polyarthrite 
rhumatoïde. 
________________________________________________________________ 
Radiolabeling of antibodies: from state of the art to the development of 
radiolabeling of antibodies with copper 64 and zirconium 89 
 
Immunotherapy has transformed patient care with cancer, autoimmune, or inflammatory 
diseases.  With heterogeneous clinical responses and multiple therapeutic options 
available, a major challenge has emerged: personalized medicine. Radiolabeled 
antibodies offer an attractive way for this purpose. ImmunoPET provides specific imaging 
with positron emission tomography using monoclonal antibodies as vector. In this 
manuscript, we produced a literature review covering immunotherapy, immunoPET and 
radiochemistry techniques for 89Zr and 64Cu. Secondly, we presented radiolabeling 
optimization of antibodies, tocilizumab and atezolizumab, with 89Zr and 64Cu. This method 
enabled us to perform repeatable radiolabelling of antibodies with very high yields. The 
radiolabeled antibodies are stable in vitro and in vivo. For proof of concept, we evaluated 
in vivo diagnostic potential of the murine anti-IL6 receptor antibody in a murine model of 
rheumatoid arthritis.  
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